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G protein-coupled receptor kinases (GRKs) and β-arrestins are key regulators 
of G protein-coupled receptors (GPCRs), a family of plasma membrane recep-
tors involved in a variety of cellular and physiological processes, including cell 
migration, proliferation and survival. GRKs and arrestins promote GPCR un-
coupling from G proteins upon agonist stimulation (desensitization) and recep-
tor internalization. In addition, GRKs and arrestins can act as scaffold proteins, 
functionally interacting with a variety of signal transduction proteins, thus lin-
king GPCR to new signalling pathways. GRK2, an ubiquitous member of the 
GRK family, displays an altered expression in several pathological conditions. 
However, the molecular mechanisms underlying such changes, and the func-
tional consequences of altering GRK2 levels in different cell types are poorly 
understood. We had previously reported that GRK2 was rapidly degraded by 
the proteasome pathway upon GPCR stimulation, in a process dependent on 
β-arrestin function and involving GRK2 phosphorylation by different kinases.
In this work, we report the identiﬁ cation of Mdm2, an E3 ligase involved in the 
control of cell growth and survival, as a key player in GPCR degradation. Mdm2 
and GRK2 associate upon GPCR stimulation in a β-arrestin-dependent man-
ner. Increased Mdm2 expression accelerates GRK2 proteolysis and promotes 
kinase ubiquitination at deﬁ ned residues, whereas GRK2 turnover is marke-
dly impaired in Mdm2- deﬁ cient cells. In addition, β-arrestin recruitment to the 
receptor also promotes GRK2 degradation by the proteasome pathway in a 
Mdm2-independent manner, triggering the phosphorylation of GRK2 by c-Src 
and the subsequent recognition of the tyrosine-phosphorylated GRK2 by E3 
ligases as Hakai.
Interestingly, we ﬁ nd that activation of the PI3K/AKT pathway by IGF-1 alters 
Mdm2-mediated GRK2 degradation, leading to enhanced GRK2 stability and in-
creased kinase levels. Notably, increased GRK2 levels are detected in transfor-
med vs. non-transformed breast cell lines, and in a proportion of breast cancer 
pacients, particularly those showing increased AKT pathway activity. Finally, we 
report that GRK2 levels positively modulate the proliferation rate of the MCF-7 
breast carcinoma cell line and the migration and invasion of breast cancer and 
melanoma cell lines towards key chemotactic signals. Overall, our data suggest 
that GRK2 plays a role in tumor progression and that inhibition of GRK2 expre-
ssion could represent a novel therapeutic strategy in certain cancer types.
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Todos los organismos han desarrolla-do complejos mecanismos de señali-
zación para adaptarse al medio que 
les rodea así como para asegurarse la homeos-
tasis de sus células. Los receptores GPCRs (del 
inglés, G-Protein Coupled Receptors) constitu-
yen una familia de proteínas de la superﬁ cie ce-
lular encargadas de establecer contacto con el 
entorno y canalizar las señales externas al inte-
rior de la célula, originando los cambios necesa-
rios para una mejor adaptación, supervivencia y 
proliferación. Los GPCRs, que se extienden evo-
lutivamente a lo largo de tres de los cinco reinos 
vitales (Hongos, plantas y animales, (Horn, 1998 
)), representan más del 3% del genoma en ver-
tebrados y hasta el 5% en el nemátodo Caenor-
habditis elegans (Bockaert, 1999). En el genoma 
humano la familia de GPCRs consta de más de 
1000 miembros, de los cuales 460 aproximada-
mente pertenecen a los receptores olfativos y el 
resto responde a una amplia variedad de estí-
mulos dispares como fotones e iones, pequeñas 
moléculas orgánicas, peptidos y proteínas.
Dado que estos receptores de membrana 
modulan procesos celulares básicos (diferencia-
ción, migración, ciclo celular, respuestas antia-
poptóticas) con frecuencia su actividad se halla 
involucrada en el origen y desarrollo de tumo-
res de distinta naturaleza (Dorsam, 2007). Así, 
potentes mitógenos como trombina, S1P, LPA, 
smoothened o endotelina regulan la prolifera-
ción en células tumorales y sus receptores se 
hallan sobreexpresados en varios tipos de cán-
cer (colon, mama, próstata, melanoma). Asimis-
mo, receptores de quimioquinas como CXCR4 o 
CXCR2 desempeñan un papel central en la me-
tástasis tumoral. Las células tumorales que so-
breexpresan estos receptores son activadas por 
quimioquinas liberadas por células estromales, 
macrófagos y leucocitos inﬁ ltrados en el tumor, 
estimulando la motilidad y supervivencia de las 
células cancerosas.
Todos los GPCRs se organizan estructural-
mente de modo similar, disponiéndose en siete 
hélices que atraviesan la membrana plasmática 
(denominados TM1 a TM7), unidas entre sí por 
tres bucles extracelulares (denominados e1, e2 y 
e3) y tres intracelulares, (i1, i2, i3). Su extremo N-
terminal se sitúa en el exterior de la célula contri-
buyendo al reconocimiento de ligandos junto con 
los bucles extracelulares y, en algunos casos, 
dominios transmembrana. El extremo C-terminal 
se encuentra en la parte intracelular, participan-
do en la interacción con las proteínas G hetero-
triméricas, junto al bucle i2 e i3 intracelular, así 
como en la unión de otras moléculas señalizado-
ras y proteínas “scaffold”, que permiten transmitir 
las señales biológicas externas al interior de la 
célula (Baldwin, 1993). En función de la secuen-
cia de los segmentos transmembrana, podemos 
clasiﬁ carlos en cinco subfamilias; de la Rodopsi-
na (701 miembros), de adhesión (24 miembros), 
Frizzled/sabores (24 miembros), de glutamato 
(15 miembros) y de la familia de secretina (15 
miembros) (Fredriksson, 2003). Las secuencias 
más conservadas entre todos los GPCRs se en-
cuentran en los dominios transmembrana, adya-
centes al segundo y tercer bucle intracelular por 
medio del cual interaccionan con las proteínas G, 
mientras que las regiones más variables son el 
extremo C-terminal, los bucles intracelulares que 
unen TM5 y TM6 y el extremo N-terminal, siendo 
éste último el más dispar de todos. 
La mayoría de los receptores acoplados a 
proteínas G se activan tras la unión con su ago-
nista, el cual provoca una serie de cambios con-
formacionales en el receptor  capaces de promo-
ver su interacción con proteínas G, estimulando 
el intercambio de GDP por GTP lo que ocasiona 
la disociación en dos subunidades funcionales, 
Gα-GTP y Gβγ. Algunos de estos receptores 
transmiten señales a través de la activación de 
más de un subtipo de las proteínas G, mostran-
do, por tanto, cierta promiscuidad y sugiriendo la 
existencia de diversos estados conformacionales 
tras la unión de ligandos (Kobilka, 2007). Existen 
numerosos mecanismos que modulan la funcio-
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nalidad de los GPCRs actuando sobre la síntesis 
del receptor, su tráﬁ co intracelular y maduración 
o la estabilidad de la proteína. Entre los mecanis-
mos dinámicos y reversibles que determinan el 
estado de activación de los GPCRs destacan los 
procesos de desensibilización o atenuación de la 
señalización de receptores tras la exposición cró-
nica o aguda a estímulos. La desensibilización se 
inicia con la fosforilación del receptor en residuos 
del 2º y 3er bucle intracelulares y del extremo 
C-terminal por la acción bien de serina-treonina 
quinasas activadas por segundos mensajeros, 
clásicamente PKA y PKC, así como de tirosinas 
quinasas (desensibilización heteróloga), o bien 
por serina-treonina quinasas especíﬁ cas o GRKs 
(del inglés, G- Protein Coupled Receptor Kinase) 
que reconocen selectivamente determinados es-
tados conformacionales activos del receptor ocu-
pado por ligando (desensibilización homóloga) 
(Carman, 1998; Claing, 2002; Marchese, 2003).
La fosforilación de los receptores por GRKs 
constituye una señal de reclutamiento para las 
proteínas β-arrestinas, moléculas adaptadoras 
que no sólo interrumpen la interacción del recep-
tor con proteínas G, sino que también promue-
ven su internalización o endocitosis mediante la 
interacción directa con las moléculas de la ma-
quinaria endocítica clatrina y adaptatinas (Krup-
nick, 1997). Los receptores así internalizados 
son posteriormente dirigidos de nuevo a la mem-
brana plasmática tras su defosforilación en endo-
somas (reciclaje o resensibilización) o marcados 
para su degradación lisosomal (ﬁ g I). El comple-
mento celular de GRKs y β-arrestinas desempe-
ña un papel clave en la modulación funcional de 
los GPCRs, determinando no sólo la velocidad y 
extensión de los procesos de desensibilización y 
resensibilización, sino también la naturaleza de 
las cascadas de señalización estimuladas por el 
receptor. En efecto, estas proteínas también do-
tan al receptor desensibilizado de nuevas capa-
cidades de señalización al interaccionar directa-
mente con otras moléculas transductoras como 
c-Src, ERK1/2, PI3K, Ral GDS, etc (Bhattacha-
rya, 2002; DeWire, 2007 ) (ﬁ g I. punto 3).
Dado que la señalización de los recep-
tores GPCRs en contextos tumorales exhibe 
frecuentemente cambios, bien como conse-
cuencia de una ampliﬁ cación en los niveles de 
expresión de los mismos, o bien como altera-
ciones en los mecanismos de regulación de su 
funcionalidad conducentes a una ganancia de 
función, es de interés general analizar los pro-
cesos que modulan a su vez la actividad de las 
moléculas reguladoras de estos receptores. En 
este contexto, el presente trabajo tiene como 
objetivo identiﬁ car los procesos que modulan 
la estabilidad y funcionalidad de la proteína 
GRK2, uno de los miembros más ubicuos de la 
familia de GRKs, sus repercusiones en la ﬁ sio-
logía celular y su participación en la transfor-
mación celular.
1.- β-arrestinas.
La fosforilación de receptores dependiente 
de GRKs, promueve la asociación de las proteí-
nas β-arrestinas, las cuales no sólo participan en 
el desacoplamiento de las proteínas G, sino que 
permiten iniciar nuevas cascadas de señaliza-
ción y regulan la actividad y estabilidad de otras 
proteínas, incluidas las propias GRKs.
Figura I: Esquema representativo del 
tráﬁ co de receptores acoplados a pro-
teínas G (GPCRs).
1.-La desensibilización homóloga co-
mienza con la fosforilación del receptor 
activado por las GRKs y concluye con el 
reclutamiento de β-arrestina, que des-
acopla al receptor de las proteínas G. 
2.- β-arrestina interacciona con la ma-
quinaria endocítica necesaria para lle-
var a cabo la internalización de recep-
tores.
3.- La capacidad andamio de β-arresti-
na permite su acoplamiento con proteí-
nas señalizadoras como c-Src y MAPK.
4.- El receptor defosforilado se recicla 
y se localiza de nuevo en la membrana 
plasmática. 
5.- El receptor se degrada en lisoso-
mas.
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1.1.- Isoformas, estructura y función.
La familia de arrestinas consta de cuatro 
miembros, separados en dos subgrupos, las 
arrestinas visuales (arrestina 1 y 4) localizadas 
exclusivamente en retina (Kuhn, 1978) y cuya 
función queda restringida a la vía de fototrans-
ducción, y las arrestinas somáticas (no visuales) 
denominadas arrestina 2 y 3 o β-arrestina 1 y 2, 
expresadas en la mayoría de los tejidos. La iso-
forma β-arrestina 1 se localiza tanto en núcleo 
como en citosol, mientras que β-arrestina 2 se 
localiza principalmente en citosol. La aparente 
exclusión nuclear de β-arrestina 2 se debe a la 
presencia de una señal de exportación nuclear 
de la que carece la β-arrestina 1 (Scott, 2002). 
Ambas proteínas se translocan a la membrana 
plasmática tras la estimulación de receptores 
GPCRs y de algunos receptores RTKs como el 
IGF-1R, PDGFR o el receptor de la insulina (Gir-
nita, 2005;Usui, 2004). 
 La secuencia aminoacídica de las dos iso-
formas de β-arrestinas muestra una homología 
del 78%, concentrándose la mayor divergencia 
en su extremo C-terminal. Estudios con animales 
que carecen de la expresión de estas proteínas 
han permitido identiﬁ car funciones celulares es-
pecíﬁ cas de isoforma. Los animales que carecen 
de una de las isoformas son viables, mientras 
que la delección de ambas provoca la muerte 
en estado embrionario, sugiriendo que en cierta 
medida las funciones celulares de las β-arresti-
nas son redundantes y la falta de una de ellas se 
suple con la expresión de la restante (DeWire, 
2007).
Las arrestinas fueron identiﬁ cadas inicial-
mente como reguladores negativos de las seña-
les mediadas por receptores de siete dominios 
transmembrana, por su participación con GRKs 
en la terminación del acoplamiento del receptor 
con las proteínas G y en el proceso de la inter-
nalización de receptores. Así, la interacción di-
recta y de alta aﬁ nidad “in vitro” de clatrina con 
las isoformas de β-arrestina 1 y 2 (y no las vi-
suales) permite la endocitosis de receptores β2-
AR y otros GPCRs por medio de vesículas de 
clatrina (Wolfe, 2007).La interacción con clatrina, 
proteína trimérica que forma agregados organi-
zando estructuralmente las vesículas, se localiza 
en la mitad carboxilo terminal de las β-arrestinas. 
Asimismo, β-arrestinas interaccionan con otros 
componentes de la maquinaria endocítica como 
la proteína AP-2, la cual parece ser crítica para 
dirigir a los receptores a las vesículas de clatrina, 
y con la proteína NSF. La interacción con AP-2 se 
caracterizó como directa e independiente de cla-
trina y se localizó en el extremo C-terminal (por 
detrás del dominio de unión con clatrina) tanto en 
β-arrestina 1 como en β-arrestina 2. La interac-
ción con NSF, (del inglés N-ethylmaleimida-sen-
sitive fusion), proteína ATPasa esencial para la 
fusión de membrana (McDonald, 1999), potencia 
la internalización del β2-AR, pero se desconoce 
la implicación funcional de esta interacción.
En base a la distinta aﬁ nidad en la asocia-
ción de los receptores con β-arrestinas y a su pa-
trón de internalización y resensibilización se han 
deﬁ nido dos tipos de receptores GPCRs (Shenoy, 
2003). Los GPCRs de tipo A, como el β2-adre-
nérgico, muestran baja aﬁ nidad por β-arrestinas, 
uniéndose de manera similar a ambas isoformas 
y disociándose rápidamente de ellas en el proce-
so de internalización. Por el contrario, los recep-
tores de tipo B, como el de angiotensina o el de 
vasopresina, interaccionan con las β-arrestinas 
con mayor aﬁ nidad, mostrando preferencia por 
β-arrestina 2, y permanecen asociados a estas 
moléculas durante la internalización, colocalizan-
do en endosomas. 
La unión estable de β-arrestinas al recep-
tor tiene como consecuencia su retención en el 
compartimento endocítico y una menor veloci-
dad de resensibilización. Asimismo, esta unión 
estable permite al receptor desensibilizado ini-
ciar nuevas cascadas de señalización, gracias 
a la propiedad de β-arrestinas de interaccionar 
con otras moléculas de señalización, como ve-
remos más adelante. En relación a los factores 
responsables del tipo de unión entre GPCRs y 
β-arrestinas, se han propuesto tanto determinan-
tes estructurales en el receptor, como modiﬁ ca-
ciones post-traduccionales en β-arrestinas. Así, 
los GPCRs de tipo B muestran en su extremo C-
terminal una serie de repeticiones de serina no 
presentes en los receptores de tipo A que me-
diarían especíﬁ camente el reclutamiento de alta 
aﬁ nidad de β-arrestinas, una vez fosforilados por 
GRKs (Oakley, 1999). Por otro lado, el estado de 
ubiquitilación de β-arrestinas parece determinar 
las características de interacción de estas molé-
culas (Shenoy, 2003). De hecho, la modiﬁ cación 
post-traduccional de ubiquitilación aporta nuevas 
estructuras terciarias a la proteína sustrato, mo-
diﬁ cando conformacionalmente las proteínas y 
sus interfases de interacción proteína-proteína 
(Varadan, 2004).
La activación de receptores promueve la 
ubiquitilación de β-arrestina mediada por la liga-
sa Mdm2 (Shenoy, 2001). Se ha demostrado que 
esta modiﬁ cación no sólo es necesaria para la in-
ternalización de receptores sino que también de-
ﬁ ne la aﬁ nidad de interacción de β-arrestinas con 
los receptores. Así, la activación de receptores 
de tipo A promueve la ubiquitilación transitoria de 
β-arrestina, mientras que los de tipo B promue-
8INTRODUCCIÓN
ven una ubiquitilación sostenida. Aparentemen-
te, la identidad de las lisinas especíﬁ cas que se 
ubiquitilan varía entre los distintos receptores de 
tipo B, siendo lo único relevante la estabilidad de 
estas modiﬁ caciones. De hecho, la fusión cova-
lente de ubiquitina al extremo C-terminal de β-
arrestinas modiﬁ ca el patrón de resensibilización 
y señalización de receptores de tipo A a tipo B 
(Shenoy, SK, 2005).
Las β-arrestinas de mamíferos se locali-
zan en el citoplasma como fosfoproteínas, que 
se defosforilan tras la estimulación de recepto-
res por agonistas. β-arrestina-1 se fosforila por la 
quinasa ERK en su serina 412, mientras que la 
fosforilación de β-arrestina-2 se lleva a cabo por 
la caseina quinasa II en la treonina 383 (You-Me, 
2002) sufriendo una segunda fosforilación en la 
serina 361 de la cual se desconoce la quinasa 
responsable. La defosforilación de β-arrestinas 
en la membrana plasmática es un paso crítico 
para su unión a la maquinaria endocítica, pero no 
parece ser relevante en la unión con receptores 
y en la desensibilización. De hecho un mutante 
que mimetiza la fosforilación constitutiva de β-
arrestina 1, β-arrestina-1 S412D, actúa como do-
minante negativo en procesos de internalización 
de receptores (Lin, 1997) (ﬁ g II).
1.2- β-arrestinas como moléculas adaptadoras 
de vías de señalización.
Las β-arrestinas son moléculas que ade-
más de participar en la regulación de la desensi-
bilización, internalización y reciclaje de GPCRs, 
actúan como moléculas adaptadoras que inte-
raccionan con multitud de proteínas organizando 
espacio-temporalmente diversas cascadas de 
señalización. Así, β-arrestina desempeñaría una 
función clave en la activación de MAPK y PI3K y 
en la modulación de la actividad transcripcional 
de diversos factores nucleares.
1.3.- Regulación de MAPK.
Diversas evidencias indicaban que, en al-
gunos contextos celulares, la internalización de 
GPCRs era esencial para la activación de MAPK 
promovida por estos receptores. Así, la expresión 
de mutantes dominantes negativos de dinamina 
y clatrina para la endocitosis de estos receptores 
bloqueaban la activación de ERK 1/2 (Luttrell, 
LM, 1997, Lin, FT, 1998). β-arrestina desempe-
ñaba un papel clave en el acoplamiento de la 
internalización a las cascadas de activación de 
MAPK al interaccionar con la tirosina quinasa  ci-
tosólica c-Src y promover su reclutamiento al re-
ceptor (Luttrell,1999; DeFea, 2000; Miller, 2000).
Estudios posteriores demostraron que β-
arrestina es capaz de reclutar directamente com-
ponentes especíﬁ cos de los módulos de MAPK 
Figura II: Regulación de β-arrestinas por fosforilación.
Las proteínas β-arrestinas se encuentran en estado fos-
forilado en el ciplasma de la célula y requieren defosfo-
rilarse para el correcto acoplamiento con la maquinaria 
endocítica.  La isoforma 1 se fosforila por la quinasa 
ERK1/ 2, mientras que β-arrestina-2 lo hace de manera 
dependiente de la caseina quinasa II. 
 
Figura III: Interactoma de β-arrestinas.
Esquema representativo de las interacciones directas 
o indirectas de β-arrestina con molécilas señalizadoras 
destacables en las cascadas de señalización de GP-
CRs.
INTRODUCCIÓN
9
como Raf1 y ERK 1/ 2 e indirectamente MEK1. 
La estimulación de GPCRs inducía la formación 
de complejos en los que se encontraban aso-
ciados el receptor activado, β-arrestina 1, Raf1 
y ERK fosforilado (DeFea, 2000). Por tanto, los 
GPCRs pueden activar ERKs por diversas vías, 
a través de proteínas G heterotriméricas y quina-
sas de segundos mensajeros de manera rápida 
y transitoria, y a través de β-arrestinas de mane-
ra más lenta y sostenida (Shenoy, 2005). Estas 
vías de activación de MAPK no sólo se diferen-
cian en sus aspectos cinéticos, sino también en 
sus repercusiones funcionales, ya que la activi-
dad ERK1/ 2 dependiente de β-arrestina se halla 
compartimentalizada en endosomas, lo cual res-
tringe el acceso de ERK a sustratos nucleares y 
favorece el de sustratos citosólicos. De manera 
similar, β-arrestina organiza espacio-temporal-
mente, tras la activación de receptores, la acti-
vidad de JNK por la quinasa ASK1 (McDonald, 
2000; Miller, 2001).
La ﬁ gura III muestra las diferentes casca-
das de señalización mediadas por la condición de 
andamio de β-arrestina. Estas proteínas no sólo 
son importantes en la señalización de GPCRs, 
sino que también median funciones transducto-
ras de señales para otros sistemas de receptores 
como el IGF-1R, contribuyendo a activar efecto-
res claves como la proteína PI3K. Esta quinasa, 
que cataliza la fosforilación de fosfatidil inositol 
4-5 bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol-3,4,5 tri-
fosfato (PIP3), estimula procesos celulares como 
la proliferación celular y promueve la inhibición 
de la apoptosis en respuesta a múltiples señales 
celulares, actuando a través de receptores tirosi-
na quinasa y ciertos GPCRs. PIP2 y PIP3 actúan 
como señales de reclutamiento en la membrana 
para distintas proteínas con dominios PH entre 
las que se encuentran varios factores de inter-
cambio de la GTPasa Rac, la quinasa PDK1 y 
la quinasa PKB o AKT (Missy, 1998; Vanhaese-
broeck, 2000).
La activación de AKT requiere, además 
de la localización en membrana, de la fosforila-
ción por PDK1 y una segunda quinasa (PDK2) 
para la que se han propuesto varios candidatos 
(Wymann, 2005). AKT regula diversas enzimas 
críticas en la división celular, como la proteína 
mTOR, los inhibidores p27 y p21, ciclina D1 ó los 
factores de transcripción de la familia forkhead, 
y reguladores apoptóticos como GSK3, caspasa 
9, Bad o NFκB. Se ha demostrado que la activa-
ción de AKT dependiente de PI3K en respuesta 
a IGF-1 en ﬁ broblastos, requiere la presencia de 
β-arrestina y es independiente de la actividad ti-
rosina quinasa del receptor (Povsic, TJ, 2003).
Finalmente, β-arrestinas desempeñan otras 
funciones de regulación mediante su interacción 
con proteínas reguladoras de diversos factores 
transcripcionales en el citosol y en el núcleo. Así, 
la estimulación de receptores β-adrenérgicos, 
que promueve la asociación de β-arrestina con 
Mdm2 y su localización en membrana plasmáti-
ca y endosomas, reduce la presencia nuclear de 
Mdm2 y su regulación sobre p53. Normalmente, 
la ligasa Mdm2 se concentra en núcleo, donde 
se asocia con p53 interﬁ riendo con su actividad 
transcripcional y promoviendo su ubiquitilación y 
degradación.
β-arrestina además es capaz de interaccio-
nar con el inhibidor de NF-κB, IκB, impidiendo su 
degradación por el proteasoma, en respuesta a la 
estimulación de receptores β-adrenérgicos (Gao, 
2004; Witherow, 2004). Asimismo, β-arrestina 1 y 
Figura IV: Regulación de la transcripción de genes de ma-
nera dependiente de β-arrestinas.
A) La regulación indirecta de la transcripción deriva de la 
capacidad de β-arrestina para interaccionar con factores 
de transcripción y/ o con sus reguladores, afectando a su 
actividad o localización subcelular.
B) La regulación directa de la transcripción de genes de 
manera dependiente de β-arrestina implica su transloca-
ción a núcleo y localización en promotores especíﬁ cos, 
permitiéndo el reclutamiento de factores importantes en 
estos procesos como p300. Así, β-arrestina actuaría una 
vez más como molécula andamio pero en contextos nu-
cleares y con  factores muy distintos a los de la maquina-
ria endocítica. 
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2 co-inmunoprecipitan con diversas subunidades 
del complejo quinasa IκB, Ikk α, β y IκB quinasa 
α inducible (Witherow, 2004), responsable de la 
fosforilación de IκB que estimula su degradación. 
La presencia de β-arrestina impide la activación 
de este complejo quinasa y por tanto la transcrip-
ción dependiente de NF-κB (esquema en la ﬁ gu-
ra IV panel A).
Recientemente se ha descrito la implica-
ción de β-arrestina 1 en la trascripción de genes 
de manera más directa mediante su presencia 
en núcleo (Kang, 2005; Neuhaus, 2006) y su 
interacción con la proteína acetil transferasa de 
histonas, P300, que promueve la acetilación lo-
cal de histona 4, modulando la transcripción de 
diversos genes. Así, se ha observado que la ac-
tivación del receptor δ-opioide induce la translo-
cación al núcleo de β-arrestina 1 y su acumula-
ción en el promotor de P27 (inhibidor de ciclinas 
quinasas) y c-fos (factor transcripcional), donde 
promovería el reclutamiento de P300 y la activa-
ción transcripcional de estos genes (esquema en 
la ﬁ gura IV panel B).
2.- GRKs.
Las quinasas de receptores acoplados a 
proteínas G (GRKs) constituyen una familia de 
siete miembros (GRK1-GRK7) que fosforilan re-
siduos de serina/ treonina de receptores activa-
dos por agonista, promoviendo procesos de inter-
nalización, reciclaje y/o degradación de GPCRs 
en combinación con las β-arrestinas (ﬁ g V). Las 
proteínas GRKs poseen además otros sustratos 
de membrana no GPCRs, así como sustratos ci-
tosólicos que diversiﬁ can las consecuencias fun-
cionales de la actividad de estas quinasas. Asi-
mismo, se han identiﬁ cado numerosas moléculas 
con las que las GRKs interaccionan de modo in-
dependiente de la actividad quinasa (Pao, 2002; 
Ribas, 2007), lo cual pone de maniﬁ esto la exis-
tencia de funciones “scaffold” para esta familia de 
proteínas. Dada la complejidad funcional de las 
GRKs y de su interactoma, estas proteínas es-
tán sometidas a una soﬁ sticada regulación, tanto 
de sus niveles totales, como de su actividad y 
su localización subcelular. La identiﬁ cación de 
las proteínas con las que interactúan las GRKs 
y sus mecanismos de modulación contribuirán a 
identiﬁ car las funciones especíﬁ cas desem-
peñadas por cada miembro de esta familia, 
la especiﬁ cidad de estas quinasas frente a 
unos receptores concretos y la interrelación 
entre sus funciones señalizadoras frente a 
las desensibilizadoras (Kohout, 2003; Pao, 
2002; Penela, 2003).
2.1.-Estructura, distribución y especiﬁ cidad 
de sustrato.
Los siete miembros de la familia de 
GRKs que existen en metazoos comparten 
una similitud global en torno al 60-70%, y se 
agrupan por homología en tres subfamilias: Las 
GRKs visuales, presentes en bastones y conos 
(GRK1 o Rodopsina quinasa y GRK7, respecti-
vamente), la familia de la quinasa del receptor 
β2-AR (GRK2 y GRK3) y la genéricamente co-
nocida como subfamilia de GRK4, que incluye 
a las isoformas GRK4, GRK5, GRK6 y a sus 
correspondientes isoformas de procesamiento 
alternativo, GRK6A, B y C y las cuatro varian-
tes de GRK4 (Premont, 2007; Premont, 1999). 
Las quinasas no visuales son todas ubicuas, a 
excepción de GRK4, que se expresa de manera 
predominante en testículos y en menor medida 
en cerebro y riñón.
Las proteínas GRKs constan de un dominio cen-
tral catalítico muy conservado, que varía de 263 
a 266 aminoácidos, un extremo N-terminal de 
Figura V: Las quinasas de los receptores acoplados a 
proteínas G (GRKs).
Las GRKs se agrupan en tres subfamilias: las GRKs vi-
suales (1 y 7), la familia βARK (2 y 3) y la familia GRK4 
(4, 5, 6 y sus repectivas formas de procesamiento alter-
nativo). Son proteínas multidominio: comparten un domi-
nio catalítico central, y poseen dominios N- y C-terminal 
más variables, tanto en longitud como en en función. En 
el N terminal se ubica un dominio de homología a pro-
teínas RGS (RH), presente en todas ellas. El C-terminal 
contiene los determinantes de asociación con la mem-
brana plasmática: unión covalente mediante modiﬁ cacio-
nes lipídicas o interacción con subunidades Gβγ.  En la 
ﬁ gura también se destacan otras regiones y fosforilacio-
nes reguladoras. CaM, calcio-calmodulina, PH, dominio 
de homología a plekstrina, auto (±), autofosforilaciones 
estimuladoras o inhibidoras. 
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183-188 residuos y un C- terminal más variable 
en extensión y en funcionalidad. Exceptuando a 
las GRKs visuales, todas las demás incluyen un 
dominio de homología a RGS N-terminal, que en 
el caso de GRK2/3 permite su interacción con 
proteínas Gαq/11 (Carman, 1999). El dominio C-
terminal contiene los determinantes necesarios 
para la correcta localización de estas proteínas. 
Así, GRK2 y 3 poseen un dominio de homología 
a plekstrina (PH), capaz de interaccionar con fos-
folípidos de membrana, mientras que GRK5 pre-
senta secuencias ricas en aminoácidos básicos 
en los extremos N y C- terminales de la proteína. 
GRK1, GRK4, GRK6 y GRK7 se hallan consti-
tutivamente ancladas a la membrana plasmática 
mediante la modiﬁ cación post-traduccional de 
cisteínas tioesteriﬁ cables con palmitato o farnesi-
lo. Las proteínas GRK2 y GRK3 se distribuyen 
en el citoplasma en condiciones basales, trans-
locándose rápidamente a la membrana plasmá-
tica tras la estimulación de receptores. En este 
proceso es clave la interacción del dominio PH 
con subunidades Gβγ liberadas por los GPCRs 
activados, las cuales cooperan en la localización 
y activación de estas quinasas (ver esquema en 
la ﬁ gura V). 
La existencia de sólo siete GRKs para regu-
lar más de 1000 GPCRs plantea la necesidad de 
una cierta redundancia funcional entre las GRKs 
y la existencia de mecanismos que garanticen y 
dirijan la especiﬁ cidad de estas quinasas por sus 
sustratos. La diferente distribución tisular de las 
GRKs permitiría deﬁ nir, en parte, el repertorio de 
sustratos accesibles “in vivo”. Así, GRK1 y 7 des-
ensibilizarían receptores visuales, mientras que 
GRK3, que exhibe un alto grado de expresión en 
el epitelio olfativo, modularía la actividad de los 
receptores de aromas. Sin embargo, la presencia 
simultánea de varias GRKs en un mismo órgano 
o tejido es frecuente y la especiﬁ cidad de sus-
trato debe estar en estos casos determinada por 
otros mecanismos, tal y como sugieren las reper-
cusiones funcionales derivadas de la manipula-
ción selectiva de la expresión de ciertas GRKs. 
Así, ratones transgénicos como hemizigotos de 
GRK2 (la falta de expresión de esta quinasa cau-
sa letalidad embrionaria (Jaber, 1996)), muestran 
alteraciones en la señalización cardiaca de los re-
ceptores β-adrenérgicos y no en la de los recep-
tores de angiotensina, a pesar de que “in vitro” 
esta isoforma puede modular ambos sistemas de 
receptores. Por el contrario, GRK5 sí modula los 
receptores de angiotensina en corazón mientras 
que GRK3, a pesar de solapar su expresión en 
cardiomiocitos con la anterior quinasa, no modu-
la ninguno de estos receptores esenciales en la 
ﬁ siología cardiovascular (Iaccarino, 1998).
Por otro lado, incluso cuando se ha obser-
vado “in vivo” la fosforilación de un mismo recep-
tor por varias GRKs, se ha podido constatar que 
las consecuencias funcionales en la regulación 
del receptor no son equivalentes. Así, mediante 
el uso de técnicas de siRNA interferente selectivo 
de diversas GRKs, se ha demostrado en sistemas 
celulares que la fosforilación de los receptores 
de angiotensina promovida por GRK2 o GRK3 
modula la capacidad de internalización mediada 
por β-arrestinas de este receptor, mientras que la 
fosforilación del mismo por GRK5 o GRK6 sólo 
afecta a la capacidad de señalización a MAPK 
dependiente de β-arrestinas (Kim, 2005; Claing, 
2002; Luttrell, 2002). Por tanto deben existir me-
canismos que modulen la acción de las diferen-
tes GRKs sobre un mismo sustrato receptor, en 
función de las necesidades de regulación de la 
célula (ver ﬁ gura VI). 
2.2.- Papeles funcionales de GRKs.
La diversidad de los sustratos de GRKs, y 
en particular de GRK2, que es la más ubicua y 
mejor caracterizada isoforma de la familia, reve-
la un gran potencial ﬁ siológico, ya que no sólo 
se modiﬁ can distintos GPCRs, sino también pro-
teínas citosólicas implicadas en señalización de 
membrana y proteínas no GPCRs. Asimismo, 
GRK2 es capaz de modular diversas proteínas 
de manera independiente de fosforilación, sugi-
riendo que posee propiedades de proteína adap-
tadora o “scaffold” (ﬁ g VII).
Figura VI: Mecanismos de regulación de GRK2.
Representación esquemática de los mecanismos que 
regulan la localización subcelular, la actividad y la vida 
media de GRK2. Tanto sustratos como proteínas estruc-
turales modiﬁ can la actividad y la distribución de GRK2. 
Quinasas citosólicas regulan positiva y negativamente 
la actividad quinasa así como la velocidad de degrada-
ción.
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2.2.1.- Fosforilación de sustratos no GPCRs
GRK2 es clave en la regulación de multi-
tud de proteínas gracias a su actividad quinasa. 
GRK2 es capaz de fosforilar y regular la señali-
zación de otros receptores de membrana distin-
tos de los GPCRs, como EGFR y PDGFR-β, fre-
cuentemente asociados a procesos proliferativos 
patológicos como neoplasia tumoral, (Freedman, 
2002; Hildreth, 2004; George, 2001).
GRK2 también posee la capacidad de re-
gular activamente canales de Na+ (canal epitelial 
de Na+, ENaC), no sólo a través de fosforilación 
directa de los mismos, sino potencialmente tam-
bién a través de la modulación de la actividad 
de sus ligasas (Nedd2-4). La fosforilación de los 
canales bloquea su ubiquitilación y posterior in-
ternalización, manteniendo en estado activo al 
canal (Dinudom, 2004; Sanchez-Perez, 2007). 
GRK2 controla asimismo el transporte de K+ por 
medio de la fosforilación de DREAM (del inglés, 
Downstream regulatory element antagonist mo-
dulator), factor que en núcleo actúa como un re-
presor transcripcional dependiente de Ca++ y que 
en citosol se asocia al canal Kv4 regulando la 
apertura y ﬂ ujo de canales de K+. La fosforilación 
de DREAM por GRK2 en la serina 95 bloquea la 
expresión de membrana de Kv4, sin afectar a la 
tetramerización del canal (Ruiz-Gomez, 2007).
GRK2 también se ha visto involucrada re-
cientemente en procesos de resistencia a insuli-
na al fosforilar el sustrato del receptor de insuli-
na, IRS y aumentar su degradación (Usui, 2005). 
Igualmente, GRK2 participa en procesos de dife-
renciación de adipocitos mediante la fosforilación 
de p38 en la treonina 123. Este residuo se loca-
liza en el “docking groove” y su modiﬁ cación im-
pide la interacción de p38 con activadores y sus-
tratos. Esta modulación podría ser relevante en 
otros procesos celulares dependientes de p38, 
como inﬂ amación o quimioresistencia tumoral 
(Peregrin, 2006). GRK2 también se perﬁ la como 
un modulador clave de la señalización de TGF-
β, ya que fosforila los R-Smads, bloqueando su 
translocación al núcleo y por tanto inhibiendo la 
expresión de genes apoptóticos dependientes de 
TGF-β (Ho, 2007; Ho, 2005). Por último, la pro-
teína ezrina es asimismo sustrato de la actividad 
quinasa de GRK2 (Cant, 2005). La fosforilación 
de la treonina 567 es necesaria para que esta 
proteína adopte la conformación activa requerida 
para mediar la internalización de receptores y la 
reorganización del citoesquelto, 
2.2.2.- Regulación de otras proteínas de señali-
zación independientemente de fosforilación.
 Aparte de las funciones dependientes de 
la fosforilación descritas, las GRKs son proteínas 
multidominio capaces de interaccionar con dis-
tintas proteínas, donde su actividad quinasa no 
parece ser necesaria. De esta forma GRK2 am-
plía su interactoma, interaccionando con RKIP, 
PI3K, AKT, GIT, Clatrina, MEK1, o Hsp90, parti-
cipando como molécula adaptadora en procesos 
de señalización y tráﬁ co celular (Lorenz, 2003; 
Luo, 2003; Penela, 2003; Premont, 1998; Ribas, 
2007, Jimenez-Sainz, 2006) (ﬁ g VII).
2.3.-Regulación de GRKs.
De lo anteriormente descrito, se deduce 
que el nivel de expresión y de actividad de GRK2 
podría ser crítico en determinar la naturaleza, du-
ración y extensión de respuestas celulares como 
supervivencia, motilidad o proliferación en las 
que están implicadas proteínas que constituyen 
su interactoma. En coherencia con este concep-
to, GRK2 exhibe soﬁ sticados mecanismos que 
regulan su funcionalidad y expresión. En efecto, 
la estructura multidominio de las GRKs permite 
Figura VII: Funciones de GRK2.
Recientemente, se han descrito funciones adicionales a la 
fosforilación de GPCRs. Por un lado, la actividad quinasa 
de GRK2 sobre sustratos citosólicos modula diferentes 
procesos celulares. Por otro lado, nuevas funciones de 
GRK2 surgen debido a su capacidad para interaccionar 
con multitud de proteínas, independientemente de su ac-
tividad quinasa.
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su interacción con diversos componentes celula-
res, los cuales van a modular la actividad catalíti-
ca y la localización subcelular de estas proteínas. 
Dichas interacciones están sujetas a una activa 
regulación, con frecuencia especíﬁ ca para cada 
GRK, de tal modo que en respuesta a un mismo 
conjunto de señales, ciertas isoformas de GRKs 
se activan, mientras que otras pueden silenciar-
se. Asimismo, cada GRK posee un patrón pro-
pio de modiﬁ caciones post-traduccionales que 
regulan aspectos funcionales tan diversos como 
la actividad quinasa de estas proteínas, la esta-
bilidad o la interacción con sustratos o proteínas 
reguladoras.
2.3.1.- Regulación mediada por proteínas y fac-
tores de interacción.
2.3.1.1- Regulación alostérica de la actividad ca-
talítica de GRK2 y GRK3 por Gβγ y lípidos.
 En sentido amplio, las GRKs se pueden 
considerar quinasas dependientes de lípidos 
ya que todas interaccionan con fosfolípidos de 
membrana y dicha interacción se requiere para 
una óptima fosforilación de los GPCRs (Claing, 
2002). Para la subfamilia GRK2/3 la unión de lípi-
dos es especialmente relevante, ya que favorece 
su translocación a la membrana plasmática y la 
fosforilación de receptores activados. A través de 
los dominios PH de homología a plekstrina, estas 
quinasas interaccionan directamente con PIP2 y 
otros fosfolípidos ácidos presentes en las mem-
branas celulares, los cuales, además, modulan la 
actividad quinasa. Así, la unión de fosfatidilserina 
(PS) y PIP2 incrementa entre dos y tres veces la 
fosforilación de receptores mediada por GRK2. 
Este efecto no sólo es debido al aumento de con-
centraciones locales de sustratos y quinasa en la 
membrana, sino también a efectos alostéricos in-
ducidos por los lípidos. Así, PS aumenta también 
la fosforilación de sustratos solubles de GRK2.
En GRK2 y GRK3 el dominio de unión a 
plekstrina solapa con el de interacción con Gβγ. 
Esta interacción media también la localización a 
nivel de membrana de GRK2, dirigiendo la quina-
sa a los puntos de activación de receptores. La 
cooperación de lípidos y Gβγ en el reclutamiento 
de GRK2/3 a membrana es absolutamente nece-
saria “in vivo” para la adecuada desensibilización 
de receptores ya que ambos permiten vencer las 
numerosas interacciones que mantienen a GRK2 
“silenciada” en otras localizaciones subcelulares 
como veremos más adelante. La asociación de 
GRK2 a Gβγ requiere de la presencia de residuos 
hidrofóbicos localizados en la mitad del dominio 
PH (Arg 587) y en la hélice extendida (Lys 663, 
665, 667) (Carman, 2000). Curiosamente, mu-
tantes GRK2 R-587Q, que muestran defectos en 
su interacción con Gβγ, también exhiben defec-
tos en la actividad quinasa. Ello es debido a que 
la unión de Gβγ promueve cambios conformacio-
nales en la quinasa que se propagan al centro 
catalítico, activando alostéricamente la actividad 
enzimática. En efecto, la estructura cristalina de 
GRK2 revela que los dominios RGS, catalítico y 
PH se sitúan tridimensionalmente en los vértices 
de un triángulo estableciendo contactos entre 
sí, disponiéndose el dominio RGS como un eje 
transmisor de cambios alostéricos al dominio 
quinasa desde el dominio PH. En ausencia de 
lípidos o dímeros Gβγ, el centro catalítico se en-
cuentra en una conformación inactiva o “abierta” 
similar a la de otras quinasas en estado basal 
(PKA, c-Src). La unión de Gβγ parece ordenar la 
región C-terminal del dominio PH y este cambio 
permite la unión cooperativa de los fosfolípidos. 
Como consecuencia de ello, modiﬁ ca la interfa-
se entre el dominio PH y el subdominio terminal 
del dominio RGS, transmitiéndose tal cambio al 
centro catalítico, en el cual los lóbulos mayor y 
menor se reorientan activando la quinasa (con-
formación cerrada) (Lodowski, 2005).
Recientemente se ha identiﬁ cado un nue-
vo sitio de unión a Gβγ localizado en el extremo 
N-terminal de la quinasa que añade nuevas po-
sibilidades a la regulación de GRK2 por Gβγ (Ei-
chmann, 2003).
2.3.2.- Regulación de la interacción con GP-
CRs y Gα.
El extremo N-terminal de las GRKs que 
precede al dominio RGS y que muestra menor 
conservación de secuencia, se ha implicado en 
la interacción con los GPCRs y en contactos con 
la membrana plasmática. De hecho, anticuer-
pos dirigidos contra los residuos 17-34 de la RK 
(Palczewski, 1993) impiden la fosforilación de 
rodopsina, mientras que la mutación/ delección 
de los residuos 30, 31, 32 de GRK2 reduce la co-
localización de la quinasa con sustratos GPCRs 
(Palczewski, 1993). Por otro lado, el dominio de 
homología a RGS permite modular la actividad 
de la quinasa de modo alostérico y regular la ac-
tividad de GPCRs independientemente de la fun-
ción quinasa.
14
INTRODUCCIÓN
El dominio RGS de GRK2 se organiza es-
tructuralmente en un subdominio haz y un sub-
dominio terminal que comprenden 9 α-hélices 
(aa 30-185). Sin embargo, a diferencia de otras 
RGS y en común con la proteína RGS atípica 
p115RhoGEF, el RGS de GRK2 consta de dos 
α-hélices adicionales proporcionadas por la re-
gión C-terminal de la proteína (aa 513-547) que 
se pliegan hacia la región N-terminal. En conse-
cuencia, el dominio RGS y el catalítico estable-
cen numerosos contactos que se concentran en 
dos grandes interfases formadas por la hélice 
α10 del subdominio terminal RGS y los bucles de 
las láminas β2-β3 y β4 del lóbulo menor del cen-
tro activo de la quinasa, y por el bucle α4-α5 (aa 
98-103) del subdominio haz del RGS y la hélice 
αJ del lóbulo mayor del centro activo (Kozasa, 
2001). 
Estos contactos pueden modiﬁ carse como 
resultado de la interacción de proteínas con la 
región N-terminal de GRK2 o de modiﬁ caciones 
post-traduccionales en la misma. De hecho, la re-
gión RGS de GRK2 y 3 permite la interacción con 
las subunidades Gαq en su estado activo y de 
transición, reduciendo la activación de su efector 
fosfolipasa C-β, al bloquear la unión PLCβ-Gαq. 
Se ha propuesto que esta interacción podría mo-
diﬁ car también la actividad de GRK2, de tal modo 
que la propia quinasa podría convertirse en un 
efector nuevo de Gαq (Carman, 1999; Sallese, 
2000). Recientemente se han descrito los resi-
duos críticos para la interacción de GRK2 con 
Gαq (Sterne-Marr, 2003), los cuales no interﬁ e-
ren con la unión de otras proteínas RGS (RGS2,3 
y RGS4) por lo que es posible la existencia de 
complejos ternarios. La habilidad de GRKs para 
interaccionar con GPCRs y las subunidades Gαq 
no sólo ayuda al reclutamiento de GRKs a la 
membrana plasmática, sino que además repre-
senta un nuevo mecanismo para terminar eﬁ cien-
temente la señalización de GPCRs acoplados a 
Gαq, al interferirse la asociación del receptor con 
las proteínas Gαq  de manera independiente de 
fosforilación  (Pao, 2002).
El dominio RGS de los otros miembros de 
la familia GRK no es competente para interaccio-
nar con Gαq aunque no se puede descartar que 
modulen otras proteínas G diferentes (Kozasa, 
2001). 
2.3.3.- Regulación de GRKs por proteínas de 
unión con Calcio.
 Los niveles intracelulares de calcio regu-
lan la actividad de las diferentes GRKs mediante 
la unión de proteínas sensibles a la concentra-
ción de este ión. La unión de la proteína recove-
rina, presente en células fotorreceptoras, inhibe 
especíﬁ camente a GRK1, permitiendo una regu-
lación dinámica de la actividad de esta quinasa 
durante los ciclos de oscuridad (altos niveles de 
calcio) y luz (bajos niveles de calcio). Por su par-
te, la proteína calmodulina inhibe a las restantes 
GRKs (2-6) con diferente potencia. GRK5 es la 
más sensible a la acción de la calmodulina con 
un IC50»50nM, mientras que GRK2 presenta un 
IC50»2mM, lo cual exige concentraciones de cal-
cio muy superiores a los valores ﬁ siológicos habi-
tuales para obtener una inhibición apreciable (Sa-
llese, 2000). Aparte de la regulación de GRK2 por 
calcio-calmodulina, hay otras proteínas sensibles 
a calcio capaces de asociarse a esta quinasa y 
modular su actividad en rangos de concentración 
de calcio ﬁ siológicos, como es el sensor neuronal 
de Calcio (NCS1) (Kabbani, 2002).
La interacción de GRK2 con calmodulina 
se localiza en los extremos N (aa 18-37) y C-ter-
minal (aa 593-689) de la quinasa, de tal modo 
que se silencia la actividad catalítica de GRK2 
como consecuencia bien de la interferencia con 
la unión de sustratos GPCRs, o bien de la induc-
ción de cambios conformacionales alostéricos in-
hibitorios. En el caso de GRK5, el sitio de unión 
de calmodulina compite con el de unión de PIP2, 
bloqueando así la localización en membrana de 
GRK5. La presencia de calmodulina promueve 
además un patrón de autofosforilación distinto al 
que posee la quinasa unida a lípidos. En estas 
condiciones la fosforilación de receptores dismi-
nuye drásticamente, mientras que la de sustratos 
solubles podría aumentar. Coherentemente con 
este posible cambio en la preferencia de sustra-
tos, GRK5 se localiza de manera regulada en el 
núcleo pudiendo modiﬁ car factores de transcrip-
ción u otras proteínas nucleares (Johnson, 2004). 
Por tanto, calcio-Calmodulina disminuiría prefe-
rentemente la actividad de GRK5 hacia recep-
tores acoplados a la señalización de calcio sin 
afectar la capacidad de desensibilización de los 
mismos por GRK2. 
2.3.4.- Regulación por caveolina.
En un principio se pensaba que GRK2 era 
un proteína citosólica soluble que interaccionaba 
transitoriamente con la membrana plasmática 
tras la estimulación de receptores. Su distribu-
ción subcelular es, sin embargo, más compleja, 
estando presente en otros compartimentos ce-
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lulares, lo cual sugiere la existencia de diversos 
mecanismos moduladores del tráﬁ co subcelular 
de GRK2. Se ha identiﬁ cado una proporción sig-
niﬁ cativa de GRK2 asociada a membranas mi-
crosomales por medio de la interacción de su ex-
tremo N-terminal (residuos 50-145) con factores 
proteicos. Cuando GRK2 está presente en los 
microsomas, se encuentra en un estado inactivo, 
pudiendo revertirse por la acción de activadores 
como las proteínas G heterotriméricas (Garcia-
Higuera, 1994; Murga, 1997). Curiosamente, 
también se ha demostrado la presencia de GRK2 
en fracciones de membranas celulares ricas en 
caveolina, característica común a otras muchas 
proteínas de transducción de señales. Experi-
mentos “in vitro” demuestran que la asociación 
de GRK2 a caveolina se lleva a cabo por medio 
de un dominio consenso de unión a caveolina en 
la región PH de GRKs (567-584) y en el extre-
mo N-terminal (residuos 63-71), conservado en 
todas las GRKs. Esta región permite la asocia-
ción a caveolina de aquellas GRKs que carezcan 
de dominio PH. Aunque la unión de GRKs con 
caveolina inhibe fuertemente la actividad quina-
sa, el signiﬁ cado funcional aún se desconoce, 
pero se especula con la idea de que contribuiría 
a mantener atenuada la actividad de GRKs en 
condiciones basales (Carman, 1999). 
GRK2 también se detecta asociada a vesí-
culas de endosomas que se forman tras la acti-
vación de β2-AR y otros receptores GPCRs, co-
localizando con éstos durante la internalización 
(Ruiz-Gomez, 1997). GRK2 puede interaccionar 
directamente con clatrina mediante un motivo 
consenso de interacción con clatrina presente en 
la región C-terminal. La interacción con clatrina 
podría favorecer la colocalización de GRK2 con 
algunos sustratos no GPCRs o facilitar su inte-
racción con otras proteínas transductoras como 
MAPK de manera compartimentalizada (Jimé-
nez-Sainz, 2006). 
Por último, se ha visto que las GRKs son 
capaces de interaccionar con α-actinina (Yi, 
2002). Aunque el signiﬁ cado funcional de esta in-
teracción se desconoce, es posible que a través 
de esta proteína GRK2 tenga acceso a potencia-
les sustratos relacionados con el citoesqueleto 
celular. Así, se ha demostrado que GRK2 fosfo-
rila y promueve el estado activo de ezrina (Cant, 
2005), proteína esencial en la organización de 
estructuras corticales de actina, como “rufﬂ es” y 
“ﬁ lopodios,”que interacciona con α-actinina.
2.4.-Regulación de la actividad de GRKs por mo-
diﬁ caciones post-traduccionales.
Las GRKs son objeto de modiﬁ caciones 
post-traduccionales, como fosforilaciones, nitro-
silación o ubiquitilación que modulan su activi-
dad, localización y/ o estabilidad.
2.4.1.- Regulación de GRKs dependiente de qui-
nasas de segundos mensajeros PKC y PKA
Las quinasas de segundos mensajeros 
PKC y PKA fosforilan a GRKs, modulando su 
actividad y su localización celular. Tanto GRK2 
como GRK5 se fosforilan “in situ” e “in vitro” por 
PKC, pero diﬁ eren en sus consecuencias funcio-
nales. PKC promueve la actividad de GRK2 fren-
te a GPCRs, sin modiﬁ car la de sustratos solu-
bles, mediante el incremento de la concentración 
de GRK2 en membrana. La fosforilación de PKC 
en la serina 29 de GRK2 no parece afectar a la 
actividad catalítica per se de GRK2. Dado que 
este residuo se halla en la región de interacción 
con calmodulina, es posible que la fosforilación 
por PKC libere una proporción de la quinasa ci-
tosólica de la inhibición por calmodulina, facili-
tando la asociación a GPCRs. Sin embargo, es 
más probable que la introducción de una carga 
negativa en la serina 29 induzca cambios confor-
macionales que aumenten la accesibilidad de los 
residuos N-terminales implicados en los contac-
tos con la membrana plasmática (Krasel, 2001; 
Mandyam, 2002).
Contrariamente a lo que ocurre con GRK2, 
la fosforilación de GRK5 por PKC inhibe la ac-
tividad catalítica, tanto frente a GPCRs como a 
sustratos solubles. Existen dos posibles sitios de 
fosforilación en GRK5 localizados en su extremo 
C-terminal próximos a los sitios de autofosforila-
ción inhibitoria inducidos por calmodulina. La re-
gión C-terminal de GRK5 deﬁ ne pues un dominio 
de autoinhibición modulado por fosforilación. La 
expresión celular diferencial de PKC, así como 
la de sus distintas isoformas y su activación por 
diferentes GPCRs acoplados a las distintas Gα 
determinarán el patrón de GRKs activas disponi-
bles para mediar procesos de desensibilización, 
mediante la activación de GRK2 y la inhibición de 
GRK5 (Krasel, 2001). 
 La proteína quinasa dependiente de 
AMPc (PKA) , activada por receptores acoplados 
a Gs, fosforila directamente a GRK2 promovien-
do su actividad quinasa frente a receptores adre-
nérgicos. El sitio de fosforilación por PKA reside 
en la serina 685, próximo al dominio de unión a 
Gβγ. La fosforilación por PKA no aumenta direc-
tamente la actividad catalítica de GRK2 sino que 
favorece su unión al dímero Gβγ, el cual favorece 
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la localización en membrana de la quinasa y su 
activación alostérica. La regulación por PKA de-
pende de la asociación de GRK2 a la proteína 
“scaffold” AKAP79, la cual organiza y comparti-
mentaliza la interacción del receptor β-adrenér-
gico, PKA, GRK2 y fosfatasas (Cong, 2001). En 
este contexto, PKA regularía la desensibilización 
de receptores a varios niveles, mediante fosfo-
rilación directa de los mismos y mediante la po-
tenciación de la actividad de GRK2 frente a los 
GPCRs. 
2.4.2.- Regulación de GRKs dependiente de c-
Src y MAPK.
La exposición a agonistas de GPCRs pro-
mueve, además de la activación de PKA y PKC, 
la estimulación de otras quinasas como c-Src y 
MAPK. c-Src fosforila directamente a GRK2 con 
gran aﬁ nidad en tirosinas de su extremo N-termi-
nal (Y13, Y86, Y92) (Sarnago, 1999), identiﬁ ca-
das mediante mutagénesis dirigida y ensayos de 
fosforilación “in vitro”. Este proceso es totalmente 
dependiente de la función adaptadora de β-arres-
tina, puesto que mutantes de la misma defectivos 
en unión a c-Src impiden la fosforilación de GRK2 
(Penela, 2001).La modiﬁ cación de estas tirosinas 
probablemente tiene consecuencias directas en 
la actividad catalítica, induciendo cambios alos-
téricos que aumentan la fosforilación tanto de 
GPCRs como de sustratos solubles. Estos resi-
duos se localizan muy próximos al motivo “LET” 
en el bucle de las hélices 4 y 5 del dominio RGS 
que contacta con el centro catalítico. Asimismo, 
aparte de incrementarse la actividad catalítica de 
GRK2, se ha demostrado que la fosforilación de 
GRK2 por c-Src en el dominio RGS promueve la 
asociación con Gαq (Mariggio, 2006) y la degra-
dación de la quinasa por la vía del proteasoma 
(Penela, 2001)(véase apartado 2.5.3). Reciente-
mente se ha descrito también la fosforilación de 
GRK2 por el receptor de tirosina quinasa PDGF-
β en sitios adicionales a los sitios de fosforilación 
por c-Src (Wu, 2005).
Por otro lado, se ha descrito la fosforilación 
de GRK2 por ERK1 mediante experimentos “in 
vitro” e “in situ”, en la serina 670 y la co-inmuno-
precipitación de ambas proteínas en condiciones 
de activación de GPCRs. La modiﬁ cación de este 
residuo localizado en el dominio de unión con 
Gβγ reduce la asociación con estas subunidades 
y la actividad quinasa frente a receptores (Elorza, 
2000). Por tanto, la activación de MAPK implica 
un mecanismo de regulación retrógrado negati-
vo para la quinasa GRK2. Además, igual que en 
el caso de  c-Src, la fosforilación por MAPK pro-
mueve la degradación de GRK2 por el complejo 
del proteasoma (véase apartado 2.5.3).
2.4.3.- Regulación por S-nitrosilación.
Los productos bioactivos NO y SNO son 
el resultado de la actividad de la proteína NOS 
(del inglés, Nitric Oxide Synthase), y controlan 
diversas cascadas de señalización, en parte 
por la modiﬁ cación de proteínas sustratos con 
las que forman un enlace covalente en residuos 
de cisteínas internas, proceso denominado S-
nitrosilación. Las cisteínas susceptibles a esta 
modiﬁ cación post-traduccional suelen localizar-
se próximos a dominios activos o alostéricos de 
las proteínas sustrato (Hess, 2005). Los agentes 
que promueven la generación de NO y SNO son 
inhibidores y potenciadores de las señales cana-
lizadas a través de multitud de GPCRs, lo cual 
sugiere que ejercen una función relevante en la 
regulación de estos receptores.
El uso de agentes nitrosilantes provoca 
efectos similares a los que causan la adición de 
inhibidores de GRK2 (Rockman, 1998) o el uso 
de siRNA especíﬁ co de GRK2 (Violin, 2006). Re-
cientemente, se ha identiﬁ cado la S-nitrosilación 
de GRK2 en la cisteína 340, residuo crítico locali-
zado en las proximidades del bucle activador del 
dominio catalítico, cuya modiﬁ cación daría lugar 
a la inhibición de la actividad quinasa frente a re-
ceptores activados (Whalen, 2007).
2.5.- Regulación de los niveles de expresión de 
GRK2.
Los niveles totales de la proteína GRK2 
que determinan el complemento celular de esta 
quinasa son el resultado del equilibrio entre los 
procesos que regulan su expresión génica y 
los que promueven su degradación proteolítica. 
Alteraciones en este equilibrio modiﬁ can los ni-
veles de expresión de las distintas GRKs y con 
frecuencia estos cambios están asociados a di-
versas situaciones ﬁ siopatológicas. Así, se han 
descrito alteraciones en la expresión de GRK2 en 
hipotiroidismo, isquemia, fallo cardiaco, ﬁ brosis 
quística pulmonar, artritis reumatoide, así como 
en hipertensión ó adicción a opiáceos (Ammon-
Treiber, 2005).
En algunas de estas situaciones, los nive-
les de GRKs se correlacionan positivamente con 
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los niveles de mRNA, sugiriendo la existencia de 
mecanismos de regulación a nivel transcripcional 
responsables de la expresión de GRK2. No obs-
tante, esta correlación está ausente en otras mu-
chas, lo cual sugiere la participación de mecanis-
mos post-transcripcionales que determinarán los 
niveles de GRK2, alterando bien la estabilidad de 
proteína (hipertensión, artritis reumatoide) (Lom-
bardi, 1999), o bien la traducción de la proteína 
(estrés oxidativo) (Cobelens, 2007).
2.5.1.- Regulación a nivel transcripcional.
 En la actualidad el conocimiento de los 
mecanismos que gobiernan la síntesis del mRNA 
de GRKs es escaso. La estructura del promotor 
de GRK2 es similar a la de genes típicos de man-
tenimiento (“housekeeping genes”), que mues-
tran una actividad transcripcional constitutiva y 
una regulación poco activa (Penn, 1994). Sin em-
bargo, el estudio de los perﬁ les de expresión de 
esta quinasa durante el desarrollo y en diversas 
situaciones ﬁ siopatológicas sugiere la existencia 
de señales encargadas de promover cambios es-
pecíﬁ cos en los niveles de mRNA.
Así, se ha establecido cierta correspon-
dencia entre los niveles de GRKs y el estado 
funcional de GPCRs, de manera que la activa-
ción de estos receptores impulsa la transcripción 
de GRKs, aumentando los niveles de proteína, 
mientras que la presencia de antagonistas dis-
minuye los niveles de mRNA y proteína. El aná-
lisis de la activación del 
promotor de GRK2 en 
células de músculo liso de aorta ha revelado que 
la actividad transcripcional de GRK2 está modu-
lada por la activación de receptores α1-adrenér-
gicos, por la estimulación de Gαq y por agentes 
que promueven la vasoconstricción e hipertro-
ﬁ a muscular como los ésteres de forbol. Por el 
contrario, citoquinas proinﬂ amatorias, como IL1β 
y TNFα, provocan el efecto opuesto en la regu-
lación transcripcional de GRK2 (Ramos-Ruiz, 
2000): Recientemente, se han identiﬁ cado nue-
vas vías de señalización implicadas en regular 
la expresión génica de GRK2 especíﬁ cas de tipo 
celular. La cascada de señalización dependiente 
de TGF-β aumenta los niveles de expresión de 
GRK2 y mRNA en células epiteliales (Ho, 2005), 
mientras que la activación de linfocitos aumenta 
la transcripción de esta quinasa a través de los 
factores NFAT, AP1 y NFκB (Iñiguez, en prepa-
ración).
2.5.2.- Regulación de la expresión de GRK2 a ni-
vel traduccional.
Recientemente, se ha descrito un nuevo 
mecanismo de regulación de los niveles de GRK2 
a nivel traduccional. Los niveles de GRK2 detec-
tados en reperfusión tras tratamientos de hipoxia/ 
isquemia en ratas se encuentran disminuidos sin 
mostrar cambios en los niveles de mRNA (Cobe-
lens, 2007). Igualmente, las células de glioma de 
rata C6 tras la exposición a H2O2 presentan nive-
Figura VIII: Degradación 
de GRK2.
La estabilidad de GRK2 
está altamente regulada 
a muchos niveles y pre-
senta dos vías de degra-
dación, a través de las 
proteasas calpaínas, en 
respuesta a estrés oxi-
dativo y la vía del pro-
teasoma, responsable 
de manterner los niveles 
de GRK2. La degrada-
ción de GRK2 por el pro-
teasoma depende de la 
actividad quinasa frente 
a GPCRs, de β-arrestina 
como molécula adapta-
dora de proteínas críti-
cas en la señalización 
de GRK2 a degradación, 
como c-Src y ERK 1/2, y 
de proteínas ligasas en-
cargadas de ubiquitilar a 
GRK2. 
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les bajos de GRK2. Estos cambios en los nive-
les de GRK2 tras estrés oxidativo no se deben a 
cambios en la degradación de la proteína, sino a 
cambios en la traducción. Así, se ha descrito que 
la activación de calpaína y cdk1/ 2 por estrés oxi-
dativo inhibe la traducción de GRK2. La quinasa 
de ciclinas cdk1 fosforilaría componentes de la 
maquinaria de traducción, silenciando de mane-
ra especíﬁ ca la traducción de GRK2 y por tanto, 
disminuyendo sus niveles (Cobelens, 2007).
2.5.3.- Regulación de la estabilidad de GRK2.
GRK2 es una proteína con una vida media 
corta, de aproximadamente una hora, cuya esta-
bilidad se regula activamente, como ha demos-
trado nuestro grupo (Penela, 2003). El reciclaje 
de la quinasa se promueve tras la activación 
de receptores β-adrenérgicos, como el β2-AR y 
CXCR4 en células Jurkat, dando lugar a cambios 
rápidos en los niveles intracelulares de la proteí-
na. La regulación del recambio de GRK2 contri-
buye de manera importante al mantenimiento de 
los niveles estacionarios de esta quinasa. La de-
gradación de GRK2 se lleva a cabo en general a 
través del complejo del proteasoma y requiere la 
poli-ubiquitilación de la quinasa como paso pre-
vio y limitante. En este contexto, la estimulación 
prolongada de GPCRs causa una regulación 
negativa de los niveles de GRK2, lo cual permi-
te, en condiciones de desensibilización crónica, 
mantener una relación óptima entre receptores 
potencialmente activos y GRKs disponibles que 
garantice un mínimo de señalización. Una degra-
dación defectiva de GRK2 potenciaría la desen-
sibilización aberrante de receptores con conse-
cuencias patológicas.
Los mecanismos de degradación de GRK2 
muestran una gran versatilidad y complejidad, 
ya que el proteasoma no es la única proteasa 
capaz de modular el recambio de GRK2. Así, he-
mos demostrado que el estrés oxidativo inducido 
por exposición a H2O2 en linfocitos disminuye en 
un 50% los niveles de GRK2, de manera depen-
diente de calcio y de la acción de la proteasa 
calpaína, sin observar diferencias en su mRNA 
(Lombardi, 2002) (ﬁ g VIII). La producción de es-
pecies reactivas de oxígeno se ha detectado en 
diferentes tipos celulares tratados con las citoqui-
nas IL-6 e INFγ,  que parecen ser señales críticas 
en la degradación de GRK2 por calpaína y en 
promover patologías como la artritis reumatoide, 
caracterizada por la disminución de los niveles 
de GRK2 y la hiper-reactividad de GPCRs sensi-
bles a quimioquinas (Lombardi, 2002; Lombardi, 
1999).
La degradación de GRK2 por el proteaso-
ma es absolutamente dependiente de su activi-
dad catalítica y del reclutamiento de β-arrestina, 
como demuestran la falta de degradación de un 
mutante inactivo de GRK2, GRK2-K220R, y el 
rescate de este proceso por la sobreexpresión 
de β-arrestina, la cual en estas condiciones es 
capaz de reclutarse a las inmediaciones del re-
ceptor, a pesar de carecer de señales de fosfori-
lación (Penela, 2001). La capacidad de β-arres-
tina de promover la degradación de la quinasa 
salvaje y rescatar la del mutante GRK2-K220R 
parece implicar el reclutamiento de proteínas 
quinasas como c-Src y MAPK, que fosforilan a 
GRK2 en las tirosinas Y13, Y86 e Y92 y en la 
serina 670, respectivamente (Elorza, 2000; Pe-
nela, 2001; Sarnago, 1999). En consecuencia, la 
degradación de GRK2 se impide en presencia de 
mutantes de β-arrestina incapaces de asociarse 
a c-Src, por la adición de inhibidores de quina-
sas de tirosinas y de la cascada de MAPK y/ o 
mutantes inactivos de c-Src y de MEK (Elorza, 
2003; Sarnago, 1999; Penela, 2001). La fosfori-
lación de GRK2 por estas quinasas estimula el 
reciclaje de la quinasa por la vía del proteasoma, 
aumentando el grado de ubiquitilación de esta 
quinasa, probablemente por la acción de E3 liga-
sas especíﬁ cas (ﬁ g VIII). Precisamente la identi-
ﬁ cación de estas ligasas es uno de los objetivos 
de esta memoria.
La clara participación de β-arrestina en la 
degradación de GRK2 y su interacción con nue-
vas proteínas, constituye un punto de partida 
para deﬁ nir los mecanismos y ligasas implicados 
en el recambio de GRK2. Así, recientemente, 
se ha descrito la interacción de β-arrestina con 
Mdm2 (Strous, 2001; Wang, 2003), una E3 ligasa 
de la que hablaremos en detalle más adelante. 
Su participación en la internalización de recep-
tores GPCRs y en ubiquitilación de β-arrestina 
y otras moléculas asociadas a los complejos 
de señalización de receptores, revelan a Mdm2 
como una ligasa candidata para GRK2 especial-
mente atractiva.
3.- Degradación proteica por la vía del 
proteasoma.
La degradación proteica supone un último 
paso irreversible en los mecanismos de regula-
ción responsable de la terminación de las seña-
les y que es esencial para el correcto funciona-
miento de la célula. Aunque existen numerosas 
proteasas involucradas en la degradación protei-
ca, la vía del proteasoma ó UPS (del inglés, The 
Ubiquitin Proteasome System) es directamente 
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responsable de gran parte de la degradación al-
terada en la mayoría de las ﬁ siopatologías. Esta 
vía proteolítica representa un proceso altamente 
regulado, especíﬁ co y selectivo esencial para la 
homeostasis del metabolismo basal y en condi-
ciones de estrés. La proteolisis catalizada por el 
proteasoma es un proceso que requiere, en la 
mayoría de los casos, la ubiquitilación previa de 
los sustratos de manera dependiente de la hidró-
lisis de ATP.
 
3.1.- Complejo del proteasoma. 
La actividad catalítica se concentra en tres 
subunidades β (β1, β2 y β5) exhibiendo propie-
dades proteolíticas tipo tripsina, quimiotripsina y 
caspasa. Las subunidades β catalíticas poseen 
una pro-secuencia que posteriormente se corta 
para dejar una treonina muy conservada expues-
ta en su N-terminal y esencial para la actividad 
proteolítica (Kisselev, 2000).
El complejo 19S se divide en dos estruc-
turas, la base, por medio de la cual se une a 
las subunidades α, encargada de desplegar los 
peptidos entrantes y de la apertura del poro, y la 
tapa, responsable de la de-ubiquitilación de los 
sustratos previa a su entrada al 20S (Glickman, 
1998; Pickart, 2004; Voges, 1999). La hidrólisis 
de ATP se requiere tanto para la unión de los 
complejos 19 y 20 S, como para la de-ubiquitina-
ción, el desplegamiento y el desplazamiento de 
los sustratos a largo del interior del porteasoma 
(Pickart, 2004).
La degradación por la vía del proteasoma 
tiene un amplio abanico de sustratos cuyo re-
conocimiento debe estar ﬁ namente regulado y 
adaptarse a las necesidades de la célula. Uno 
de los principales mecanismos por el cual la ac-
tividad del proteasoma adquiere especiﬁ cidad 
y selectividad es la capacidad de esta proteasa 
para interaccionar con sustratos modiﬁ cados por 
ubiquitina.
La ubiquitina, polipéptido de 76 aminoáci-
dos que se expresa de manera ubicua en todas 
las células eucariotas, se conjuga a las proteínas 
y a algunas moléculas poliaminadas, bien como 
monómero, bien como oligómero de varias molé-
culas de ubiquitina (poli-ubiquitilación), mediante 
la formación de un enlace isopeptídico entre el 
grupo carboxilo del C-terminal de la ubiquitina y 
el grupo amino-ε  de una lisina interna de la pro-
teína sustrato o, menos frecuentemente, el grupo 
amino del aminoácido N-terminal de las proteí-
nas (Weissman, 1997).
La ubiquitilación de las proteínas constitu-
ye una modiﬁ cación post-traduccional reversible 
capaz de alterar las propiedades estructurales y 
funcionales de los sustratos de modo similar a 
otras modiﬁ caciones como fosforilación o aceti-
lación.
Inicialmente, la ubiquitilación se identiﬁ có 
como una señal exclusiva de degradación. Sin 
embargo, la mono-ubiquitilación es necesaria 
para la internalización de numerosas proteínas 
y desempeña papeles críticos en procesos como 
la reparación del DNA o en la organización de 
cromatina (Ulrich, 2002; Pickart, 2002). La poli-
ubiquitilación, además de modular la estabilidad 
de las proteínas (Pickart, 2004), participa en la 
regulación del tráﬁ co subcelular (Hicke, 2003) y 
de la actividad de quinasas, factores de trans-
cripción, etc (Sun, 2004).
La ubiquitina posee 7 lisinas en su secuen-
cia aminoacídica susceptibles de unirse a otros 
monómeros de ubiquitina para generar cade-
nas de poli-ubiquitina estructuralmente diversas. 
Estas cadenas conjugadas originan señales di-
ferentes en el sustrato. Así, se ha probado que 
cadenas de poli-ubiquitina en la K48 promue-
ven la degradación por la vía del proteasoma, 
como también lo hace la poli-ubiquitilación en 
K29 (Chau, 1989; Koegl, 1999; Lindsten, 2002), 
mientras que las cadenas formadas vía K63 es-
tán relacionadas con la tolerancia al daño en el 
DNA (Ulrich, 2002), con la respuesta del sistema 
inmune (Sun, 2004), con el tráﬁ co de proteínas 
(Hicke, 2003) o con la síntesis de proteínas ribo-
somales (Spence, 2000).
Las enzimas encargadas de catalizar la 
reacción de ubiquitilación son tres y actúan en 
cadena (Fig IX A). Las enzimas E1 o activadoras 
de ubiquitina, catalizan el primer paso del proce-
so formando un intermediario ubiquitina-adenila-
to. Las enzimas E2 o conjugadoras de ubiquitina 
se encargan de transferir la ubiquitina de la E1 a 
una cisteína propia del sitio catalítico. Las enzi-
mas E2 conservan un dominio globular de aproxi-
madamente 150 aminoácidos y algunas de ellas 
poseen largas extensiones en los extremos N y 
C-terminal que les conﬁ ere cierta especiﬁ cidad 
para interaccionar con las E3 y con el sustrato, 
y determina su localización subcelular y su acti-
vidad. Finalmente, las enzimas E3 o Ligasas son 
las responsables de la transferencia última de la 
ubiquitina al sustrato. En la reacción de ubiquiti-
lación, las E3 son las responsables de conferir la 
especiﬁ cidad de sustrato. Representan la familia 
más numerosa de las enzimas de ubiquitilación, 
llegando a existir entre 500-1000 E3 distintas. 
Cada E3 actúa con una determinada E2, de las 
que se han identiﬁ cado unas 20-30. Por tanto, 
las E2 participan en cierto grado en la regulación 
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de la ubiquitilación, puesto que dependiendo de 
su disponibilidad, concentración y actividad con-
dicionan la interacción con la enzima E3. Las 
enzimas E3 son estructuralmente diversas y se 
agrupan en tres subfamilias en función de la na-
turaleza de su dominio catalítico; Homologous 
E6AP C-terminus (HECT ligasas), Ufd2 Homolo-
gous Protein (U-box ligasas), y Really Interesting 
New Gene (RING ligasas).
La proteína que da nombre a la subfami-
lia de HECT ligasas E6-AP es la E3 ligasa que 
se asocia a la proteína viral (Papillomavirus) E6 
para promover la ubiquitilación aberrante de p53. 
De esta manera el virus cambia la especiﬁ cidad 
de sustratos de la ligasa (cuyas dianas celulares 
se desconocen), para garantizar la evasión de 
apoptosis en la infección. Esta familia de ligasas 
tiene la particularidad de formar un intermediario 
tio-ester con la ubiquitina de manera dependiente 
de una cisteína altamente conservada localizada 
en su dominio catalítico (HECT) antes de trans-
ferirla al sustrato (Fig IX B). Todos los integrantes 
de esta familia poseen un dominio de aproxima-
damente 350 aminoácidos homólogo al C-ter-
minal de E6AP y un dominio amino terminal C2 
de interacción con fosfolípidos dependiente de 
Ca2+, responsable de determinar la distribución 
subcelular de estas ligasas, y varios dominios de 
interacción proteína-proteína “ww” que median 
el reconocimiento de sustrato, con frecuencia 
modulado por señales de fosforilación (Márche-
se, 2003). Estas ligasas están implicadas en la 
regulación de cascadas de señalización. AIP4 
(Guirnita, 2005), determina la internalización del 
receptor CXCR4, las ligasas Smurf 1/ 2 regulan 
el receptor TGF-β y la estabilidad de las Smads 
reguladoras (Datto, 2005), y las ligasas Nedd4-1 
los niveles de expresión y distribución de PTEN 
o la estabilidad del canal epitelial ENAC (Wang, 
2007; Dinudom, 2004).
Las E3 ligasas de tipo RING son las más 
abundantes y las más versátiles estructuralmen-
te. Contienen un dominio de 70-100 aminoáci-
dos denominado RING ﬁ nger con un octeto de 
cisteínas e histidinas que coordina 2 átomos de 
Zn. El espacio entre los dos metales es común 
en todas las proteínas de esta familia. Además, 
poseen una α-hélice central, bucles de tamaño 
variable y varias láminas-β. Estas ligasas no par-
ticipan directamente en la catálisis de la ubiquiti-
lación, dado que no forma ningún intermediario 
con la ubiquitina. Se ha propuesto que actúan 
como “scaffolds” facilitando la transferencia de 
la ubiquitina al posicionarse adecuadamente la 
lisina aceptora del sustrato con respecto a la E2. 
Asimismo, la unión del dominio RING al enzima 
E2 parece activar alostéricamente su capacidad 
de transtioesteriﬁ cación (Fig IX B).
Dadas las dimensiones reducidas del do-
minio RING, estas proteínas han ido adquirien-
do funciones diversas adicionales como ciertas 
actividades quinasa (ligasa MKK1), actividades 
ATPasas o dominios transmembrana.
El rápido reciclaje de GRK2 por ubiquiti-
lación y por la vía del proteasoma sugiere que 
sea diana de una o varias de las ligasas perte-
necientes a alguna de las familias mencionadas. 
De entre las ligasas RING multidominio destaca 
como posible candidato la proteína Mdm2, por su 
Figura IX: Reacción y enzimas que catalizan la ubiquiti-
lación de sustratos.
A) Esquema representativo de la reacción de ubiquiti-
lación, donde se muestra tanto la síntesis y reciclaje de 
ubiquitina, como los pasos críticos e intermedios de la 
ubiquitilación de sustratos mediante las enzimas E1 (ac-
tivadora de ubiquitina), E2 (conjugadora de ubiquitina) y 
E3 (ligasa).
También se representan las diferentes familias de enzi-
mas E3 ligasas y la manera de catalizar la ubiquitilación 
de sustratos. Así, las E3 de tipo HECT (panel B) son las 
únicas capaces de formar un intermediario tiolester con 
la ubiquitina antes de traspasarla al sustrato. Sin em-
bargo, las E3 de tipo RING ﬁ nger (panel C) y las U-box 
(panel D) median la ubiquitilación del sustrato por proxi-
midad sin necesidad de reaccionar con la ubiquitina.
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reclutamiento a diversos receptores de membra-
na y su interacción con la proteína adaptadora 
β-arrestina (cofactor clásico de GRK2), lo cual 
podría contribuir a especiﬁ car la naturaleza de 
los sustratos de esta ligasa.
3.2.- Mdm2.
El gen mdm2 se identiﬁ có a principios de 
los 90 como uno de los que se presentaban más 
de 50 veces sobreexpresados por ampliﬁ cación 
en la línea celular espontáneamente transforma-
da 3T3DM de ratones BALBs. Los genes mdm 
se localizan en pequeños cuerpos nucleares 
acentroméricos y extra-cromosómicos denomi-
nados “double minute”, que eran retenidos exclu-
sivamente en las células cuando proporcionaban 
una ventaja proliferativa. Uno de sus productos, 
Mdm2 (del inglés, murine double minute 2), en 
condiciones de sobreexpresión era responsable 
de la transformación celular en células de ratón y 
de la inhibición de la transcripción mediada por el 
supresor de tumores p53 (Momand, 1992). Asi-
mismo, el producto del gen homólogo en huma-
nos, denominado Hdm2, se encontraba sobre-
expresado en más de una tercera parte de los 
sarcomas humanos que conservaban p53 salva-
je (Oliner, 1992).
Numerosos estudios han demostrado que 
Mdm2 es una de las principales E3 ligasas encar-
gada de regular la estabilidad de p53, mediante 
la ubiquitilación de varias de sus lisinas (Naka-
mura, 2000; Rodriguez, 2000). Por tanto, Mdm2 
regula la actividad de p53 a diferentes niveles, 
por un lado bloqueando su actividad transcrip-
cional al unirse a través de la región N-terminal 
del dominio de transactivación de p53 y por otro 
lado, degradándola a través del dominio RING 
(Efeyan, 2007). A su vez, la expresión de la liga-
sa está sujeta al control transcripcional mediado 
por p53, por lo que Mdm2 y p53 forman parte 
de un mecanismo muy complejo de regulación 
retrógrada (Fang, 2000; Honda, 2000). Diversos 
experimentos “in vivo” demuestran que la expre-
sión de Mdm2 es absolutamente necesaria para 
la viabilidad celular. Así, los ratones que carecen 
de Mdm2 mueren tempranamente en el estado 
embrionario y la viabilidad sólo se rescata con la 
deleción completa de p53, poniéndose de mani-
ﬁ esto la estrecha interrelación de estas proteínas. 
Por otro lado, ratones con un alelo hipomórﬁ co 
condicional en los que se consigue expresar sólo 
el 30% de la proteína, presentan menor peso, de-
fectos hematopoyéticos y son más sensibles a la 
radiación (Mendrysa, 2003). 
El gen murino y humano de Mdm2 posee 
12 exones que generan multitud de proteínas y 
dos promotores capaces de generar otras dos 
proteínas p90KDa (entera) y p76KDa (gene-
rada a partir de un ATG interno), la cual pierde 
el dominio de unión a p53. La combinación de 
estos mecanismos genera en muchos tumores 
humanos y murinos un patrón complejo de ex-
presión de isoformas de Mdm2, algunas de las 
cuales pueden actuar como dominantes nega-
tivos y activar a p53. Esta circunstancia, en la 
que coinciden simultáneamente niveles de p53 
y Mdm2 aumentados en tumores, sugiere que la 
participación de Mdm2 en oncogénesis no se li-
mita exclusivamente a la regulación de p53. En 
efecto, Mdm2 es una ligasa multidominio capaz 
de interaccionar con muchas otras proteínas y 
regular su funcionalidad, incluso de manera in-
dependiente de ubiquitilación y de cambios en la 
estabilidad, lo que implica la participación de esta 
ligasa en multitud de cascadas de señales y fun-
ciones celulares dispares. Así, Mdm2 cooperaría 
en la transformación celular regulando la activi-
dad de proteínas nucleares como p73, p63, p21, 
RB, P300/CBP, E2F, PCAF (Gu, 2001; Jin, 2003; 
Jin, 2002; Jin, 2004; Uchida, 2005) o proteínas 
citosólicas como HDAC, β-arrestinas y proteínas 
de membrana como el receptor IGF-1R (Guirnita, 
2005) o E-caderina (Yang, 2006).
Coherentemente, la función de Mdm2 está 
ﬁ namente regulada, mostrando múltiples tipos de 
modiﬁ caciones post-traduccionales que afectan 
a diferentes parámetros. Como muchas otras li-
gasas, Mdm2 promueve su propia ubiquitilación, 
disminuyendo la estabilidad de la proteína (Lai, 
2002), mientras la modiﬁ cación por sumoilación 
tiene el efecto opuesto. Recientemente, se ha 
descrito la “neddilación” de Mdm2, modiﬁ cación 
que inhibe la supresión transcripcional de p53 
dependiente de Mdm2 (Xirodimas, 2004). Mdm2 
posee en su secuencia numerosos sitios consen-
so de fosforilación por diferentes quinasas (ﬁ g X). 
Las quinasas de respuesta a daños en el DNA 
y de fallos en la replicación (ATM, ATR, Chk2 y 
c-abl) (Maya, 2001, Shinozaki, 2003; Chehab, 
2000; Katayama, 2004) fosforilan a Mdm2 impi-
diendo su interacción con p53, lo cual previene 
su degradación y exportación al citosol. Por el 
contrario, la fosforilación de Mdm2 mediada por 
Akt en las serinas 166 y 186, promueve su trans-
locación nuclear (Mayo, 2001) y la función ligasa 
frente a p53 (Ogawara, 2002).
Finalmente, la distribución subcelular de 
Mdm2 está fuertemente regulada y su alteración 
tiene consecuencias ﬁ siológicas. Mdm2 se pue-
de localizar en citosol, núcleo y nucleolo debido 
a secuencias intrínsecas de localización nuclear 
(NLS), de exportación nuclear (NES) y NoLS (de 
localización nucleolar). Asimismo, Mdm2 utiliza la 
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interacción con multitud de proteínas para variar 
su localización subcelular y adaptarse así a las 
necesidades de la célula. De este modo, Mdm2 
puede asociarse a 14ARF (19ARF en ratón) (Xi-
rodimas, 2001; Efeyan, 2007), a PML (co-activa-
dor de p53) (Bernardi, 2004), a L11 (componen-
te de la subunidad grande de ribosomas) (Bhat, 
2004) y a nucleótidos (ATP/ GTP) (Poyurovsky, 
2003) para localizarse en el nucleolo, lo cual pro-
mueve la estabilización y actividad de p53. Por 
otro lado, la asociación de Mdm2 a las proteínas 
adaptadoras β-arrestina 1 y 2 promueve su loca-
lización en el entorno de la membrana en las cer-
canías de receptores GPCRs activados (Shenoy, 
2001) (Wang, 2003) y de receptores tirosina qui-
nasa como el de IGF-1. Además, la asociación 
con la isoforma β-arrestina 2 promueve el tráﬁ co 
de Mdm2 de núcleo a citosol (Wang, 2003), fa-
voreciendo su acumulación en un estado silente 
para ciertos sustratos (Song, 2006 ).
Figura X:  Representación esquemática de la proteína E3 ligasa Mdm2.
Mdm2 es una proteína multidomnio capaz de interaccionar con diferentes proteínas sustrato y 
reguladoras de la localización subcelular, actividad y estabilidad de esta ligasa. El principal sus-
trato de Mdm2 es el gen supresor de tumores p53, con la que interacciona a través del dominio 
N-terminal de Mdm2. Posee dominios de localización nuclear (NLS) y exportación nuclear (NES) 
que determinan, junto con proteínas de interacción, la localización subcelular de Mdm2. Por otro 
lado, está sujeta a fosforilaciones activadoras e inhibitorias de su actividad catalítica frente a p53 
como las llevadas a cabo por AKT y por quinasas de respuesta a estrés y daño en DNA, ATM, ATR 
y Chk2, respectivamente.
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OBJETIVOS
1.- Identiﬁ car proteínas con actividad E3 ligasa responsables de la ubiquitilación de 
GRK2 y su degradación por la vía del proteasoma. Analizar el papel de la ligasa Mdm2 
en la desestabilización de GRK2 promovida por la estimulación de receptores.
2.- Caracterizar el mecanismo de acción de β-arrestinas en la ubiquitilación y de-
gradación de GRK2 dependiente de la activación de GPCRs y las repercusiones funcio-
nales de la asociación de β-arrestinas con Mdm2 y otras ligasas.
3.- Identiﬁ car potenciales vías de señalización que modulen la actividad de Mdm2 
y alteren la estabilidad de GRK2 en situaciones ﬁ siopatológicas de interés caracteriza-
das por presentar cambios en los niveles de expresión de GRK2.
4.- Analizar las repercusiones funcionales de las variaciones en la estabilidad de 
GRK2 y en los niveles de expresión de la quinasa en procesos celulares de proliferación, 
migración e invasión en líneas celulares transformadas y no transformadas. 
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1.- Materiales:
Todos los reactivos y productos 
utilizados son de grado analítico. Cloruros sódi-
co, cálcico, amónico, manganésico y magnésico, 
fosfatos sódicos y potásicos, carbonatos sódicos, 
hidróxido sódico, acetato sódico, sacarosa, urea, 
Tris, formaldehido, glicina, ácido acético glacial, 
ácido clorhídrico, metanol, etanol, butanol y gli-
cerol fueron suministrados por Merck.
ATP, ﬂ uoruro sódico, ácido deoxicólico, 
Ácido etilén diamino tetraacético (EDTA), ácido 
etilenglicol-bis-β-amino etil eter N, N´tetraacético 
(EGTA), β-mercaptoetanol, DTT, heparina, orto-
vanadato sódico, dimetilsulfóxido (DMSO), rojo 
Ponceau, HEPES, Nonidet P-40, Tritón x-100, 
Tween-20, aprotinina, inhibidor de tripsina, azida 
sódica, Proteína-A Sepharosa, fueron suminis-
trados por Sigma.
 Fenil metil sullfonil ﬂ uoruro (PMSF), ben-
zamidina, leupeptina, pepstatina, inhibidor de 
tripsina de soja (STI), IPTG, glutatión reducido y 
BSA se obtuvieron de Boehringer Mannheim.
N,N,N´,N´-tetrrametil-etilen-diamina (TE-
MED), Dodecilsulfato sódico (SDS), persulfato 
amónico, azul de bromofenol, azul de Coomas-
sie, patrones de peso molecular conocido, pa-
pel de nitrocelulosa, reactivo de Bradford fueron 
proporcionados por Bio-Rad. El reactivo de Fo-
lin-Ciocalteu se obtuvo de Panreac, el TCA de 
Carlo-Erba. Las resinas para la puriﬁ cación de 
proteínas de fusión (glutatión-Sepharosa) se su-
ministraron por Pharmacia-LKB.
La mezcla de marcaje metabólic [35S] me-
tionina-cisteína fue suministrada por New En-
gland Nuclear.
El isótopo radiactivo [γ32P] ATP fue propor-
cionado por Amersham.
Se han utilizado además una serie de pro-
ductos más especíﬁ cos cuya procedencia se re-
seña en el texto.
2.- Cultivos celulares:
2.1.- Líneas celulares establecidas:
Se han utilizado diversas líneas celulares 
establecidas: las células HEK-293 EBNA (riñón 
embrionario humano transfectadas de manera 
estable con el vector EBNA) y las células HeLa 
fueron obtenidas de la ATCC (American Type 
Culture Collection), las células de ﬁ broblastos 
embrionarios de ratón (MEFs) de tipo salvaje, 
transgénicas doble knock-out de p53 y Mdm2 y 
knock-out para β-arrestina-1 y -2 fueron cedidas 
amablemente por el Dr. J. Moscat, la Dra G. Loza-
no (University of Texas, Huston, Tx) y el Dr. R.J. 
Lefkowitz (Duke University, Durham), respectiva-
mente. Las células de epitelio de mama transfor-
mado MCF7 y MDA-MB-468  y la línea inmorta-
lizada MCF-10A (de glándula mamaria humana) 
fueron proporcionadas por el Dr. Manuel Serrano 
(Centro Nacional de Investigaciones oncológi-
cas, CNIO). Las células B16F10 de melanoma 
de ratón fueron suministradas por la Dra. Marta 
Izquierdo (Centro de Biología Molecular “Severo 
Ochoa”, CBMSO). Por último, las células Hs578T 
de carcinoma ductal de mama fueron cedidas por 
el laboratorio del Dr. José M. Cuezva (Centro de 
Biología Molecuar “Severo Ochoa”).
Las células MCF-10A se crecieron en me-
dio Eagle Modiﬁ cado por Dulbecco (DMEM) al 
50% con medio Ham´s nutrient mixture F-12 (Gi-
bco) suplementado con glutamina 2mM, Suero 
fetal de caballo al 5%, una mezcla de antibióticos 
(50µg/ml gentamicina, 0,01% estreptomicina y 
0,063% penicilina G), EGF (20ng/ml, collabora-
tive research), Insulina (Sigma, 10mg/ml), hidro-
cortisona (500ng/ml) y Toxina colérica (Calbio-
chem, 100ng/ml).
Las células restantes se crecieron en mono-
capa sobre placas P35, P60 y P100 (Falcon) en 
medio Eagle Modiﬁ cado por Dulbecco (DMEM) 
suplementado con glutamina 2mM, suero fetal 
de ternera al 10%, y una mezcla de antibióticos 
(50µg/ml gentamicina, 0,01% estreptomicina y 
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0,063% penicilina G). Todos estos tipos celulares 
se incuban a 37ºC en una atmósfera humidiﬁ ca-
da con 7% de CO2.
2.2.- Plásmidos utilizados:
El vector vacío PcDNA3 procede de invi-
trogen.
 Los vectores PcDNA3-GRK2-S670D y 
PcDNA3-GRK2-S670A, generados por la Dra. 
Ana Elorza y el PcDNA3-GRK2 K19/21/30/31R 
por la Dra. Petronila Penela.
 Asimismo, las construcciones PcDNA3-
GRK2-Y13/86/92F generada por la Dra. Susana 
Sarnago y PcDNA3-GRK2-Y13/86D generada 
por la Dra. Catalina Ribas se realizaron también 
en nuestro laboratorio.
Las construcciones PcDNA3-GRK2 y PcD-
NA3-GRK2-K220R bovinos fueros cedidas por el 
Dr. J. L. Benovic (universidad Thomas Jefferson, 
Philadelphia).
 El plásmido PcDNA3-SF β2-AR HT del 
receptor β2-Adrenérgico, unido al epítopo signal-
ﬂ ag (SF) y con una cola de histidinas (HT, del 
inglés “histidine-tagged”) para facilitar su inmu-
noprecipitación y puriﬁ cación , fue cedido por la 
Dra. Ana Ruiz-Gómez (Centro de Biología Mole-
cular “Severo Ochoa”, Madrid)
Los cDNAs de β-arrestina-1 y β-arrestina-
2 bovinas fueron cedidos por el Dr. S. Gurevich 
(Sun Health Research Institute) y se subclonaron 
en nuestro laboratorio en PcDNA3+Higro usando 
los sitios de restricción Not 1 y Apa 1. Los mu-
tantes β-arrestina-1S412D y S412A fueron dona-
dos por el Dr. R. J. Lefkowitz (Duke university, 
Durham) mientras que el cDNA de β-arrestina-1 
V53D fue cedido por el laboratorio del Dr. M. G. 
Caron de la misma universidad.
El plásmido de HA-ubiquitina se construyó 
como se detalla en Penela y cols. 1998.
Los plásmidos de AKT y AKTmyr fueron ce-
didos por la Dra. Cristina Murga (CBMSO)
El plasmido pCMdm2 fue cedido por el Dr. 
Manuel Serrano, y los mutantes S168A, S188A 
y S168/188A por el laboratorio del Dr. L. Mayo 
(Case School of Medicine, Cleveland), mientras 
que los mutantes de Mdm2 S168/188D, S168D 
y S188D se cedieron por el Dr. Mien-Chie Hung 
(MD Andreson Cancer Centre, Houston, TX) 
Los siRNA-GRK2 humano y de ratón fueron 
generados por Helena Holguín e Ivette Aymerich, 
respectivamente, en nuestro laboratorio. 
2.3.-Transfecciones:
Las transfecciones transitorias de las célu-
las HEK-293 se llevaron a cabo en placas P100 
ó P60 a una conﬂ uencia de entre el 70 y el 80%, 
con Lipofectamina. Resumidamente, se incuban 
las células a 37ºC en medio OPTIMEM (5ml que 
contienen 5-10µg de DNA por P100 ó 3-5µg por 
P60) con 8ml de Lipofectamina comercial por 
cada mg de DNA.
Para las transfecciones en células MCF-
7 y MCF-10A, se utilizó el reactivo Fugene HD 
en una relación 6:2 (reactivo: DNA). Las células 
MEFs se transfectaron con FUGENE 6 en rela-
ción 3:2 (reactivo: DNA).
En cada experimento y para todos los tipos 
celulares se añade la cantidad de vector vacío 
necesaria para mantener la cantidad total de DNA 
Figura MM-1: Selección de células por el método de dy-
nabeads.
Esquema representativo del método de selección de cé-
lulas transfectadas con el cDNA CD-8 junto al cDNA de 
interés. 
A) Representación esquemática del reconocimiento an-
tígeno (receptor CD-8 expresado en la superﬁ cie celular) 
anticuerpo (anti-CD8 acoplado a la sefarosa imantada), 
requerido para la selección de céluas transfectadas. 
B y C) Fotografía del instrumental utilizado para la se-
lección exclusiva de células acopladas a las dinabeads 
imantadas mediante un imán-gradilla de tubo falcon 
(15ml).
D) Fotografía de células MCF-7 transfectadas transitoria-
mente tras media hora de incubación con dinabeads.
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por placa constante. Tras 5 horas de incubación a 
37º C en el medio de transfección, se añade me-
dio DMEM suplementado con suero al 20% para 
obtener así una concentración ﬁ nal de suero del 
10%. Al día siguiente, se reemplaza el medio con 
DMEM más 10% suero y se deja que las células 
se recuperen al menos durante 24 horas antes 
de procesar el cultivo para el experimento.
La expresión transitoria de las distintas 
proteínas se conﬁ rmó por análisis de los lisados 
totales mediante inmunodetección tras electrofo-
resis (“inmunoblot”) con anticuerpos especíﬁ cos 
como se explica en el apartado 6.1.
2.4.- Infección de células con Adenovirus:
La disminución de la expresión de GRK2 
endógeno en las células MCF7, HS578T y 
B16F10 se llevó a cabo mediante infección con 
el adenovirus- siRNA-GRK2 humano y de ratón, 
respectivamente a MOI 100 en Optimem y 2% 
suero. Como control negativo de la infección se 
utilizó el adenovirus control siRNA-lámina γ hu-
mano. A las 8-12 horas se cambia el medio de in-
fección por DMEM, 10% FBS y a las 48 horas las 
células se procesan para realizar el experimento 
indicado en cada caso.
3.-Selección de células transfectadas 
con el método Dynabeads:
Las células MCF-7 y MCF-10A se co-trans-
fectaron con el plásmido del receptor CD-8 y las 
construcciones de interés. A las 24 horas de la 
transfección las células se incuban en medio de 
cultivo con una solución de “dynabeads” 50 µg/
ml especíﬁ cas del CD8 (Dyna), bolas magnéticas 
recubiertas con un anticuerpo que especíﬁ ca-
mente reconoce al receptor CD-8 expresado en 
la membrana plasmática. La incubación procede 
durante 30 minutos y a 4 ºC para que el anticuer-
po se una al receptor sin llegar a internalizar. Se 
realizan tres lavados con PBS 1x a 4º C y segui-
damente se procede a levantar las células con 
tripsina. Las células positivas se seleccionan con 
un imán durante 5 minutos. Se desecha el medio 
y las células unidas al imán se resuspenden en 
DMEM 10% FCS para su posterior siembra en 
placa P35 ó p60 según el número de células ob-
tenidas (ﬁ g MM-1).
A las 48 horas de la transfección procede-
mos a realizar el experimento pertinente con las 
células seleccionadas.
4.- Marcaje metabólico con [35S]-metio-
nina. Experimentos de “pulso y caza”:
Las células crecidas hasta un 80% de con-
ﬂ uencia en placas P60, se incuban durante 2 
horas en su medio habitual libre de metionina, 
cisteina y suero. Posteriormente se reemplaza 
éste añadiendo 0,5ml de DMEM libre de metioni-
na suplementado con 0,5mCi/ml de [35S]-Protein 
Labeling Mix (NEN) y se incuban 15 minutos a 
37ºC y 7% de CO2 (“pulso”). Tras el marcaje, las 
células se lavan con PBS y se incuban en medio 
de cultivo normal (DMEM más 10% FCS) duran-
te los tiempos indicados (“caza”). Finalmente, 
las células se lisan y las proteínas de interés se 
inmunoprecipitan tal y como se especiﬁ ca en la 
sección 6.2.
5.-Tratamientos celulares:
Los tratamientos de estimulación o inhibi-
ción de las células transfectadas transitoriamen-
te se llevaron a cabo en todos los casos tras 48 
horas de la transfección. Posteriormente se reco-
gieron las células en tampón fosfato salino (PBS) 
frío, en ocasiones suplementado con ortovana-
dato sódico 1mM, para su posterior lisis. 
5.1.-Estimulación con isoproterenol: 
La estimulación con isoproterenol (Sigma) 
de células HEK-293, MCF7 y MDA-MB-468 a 
una concentración ﬁ nal de 10µM se llevó a cabo 
a 37ºC en medio de cultivo suplementado con 
HEPES 20mM (pH 7.5) y 1mM ácido ascórbico 
(Sigma). Para algunos procedimientos experi-
mentales se mantuvieron las células en ausencia 
de suero durante un tiempo de entre 90 min y 18 
horas previos a la estimulación, según se detalla 
en los pies de ﬁ gura.
5.2.- Tratamiento con Betaxolol:
El tratamiento con el antagonista inverso 
betaxolol (cedido amablemente por Synthelabo) 
en células HEK-293 EBNA a una concentración 
ﬁ nal de 1μM se llevó a cabo a las 48 horas de la 
transfección a 37ºC en DMEM sin suero.
5.3.- Tratamiento con IGF-1: 
Las células MCF7 y las células MDA-MB 
468, que expresan receptores de IGF-1 endóge-
nos, se estimularon con 50ng/ml de IGF-1 (SIG-
MA) durante diferentes periodos en DMEM/ 0,1% 
suero tras previa incubación en medio de cultivo 
suplementado con 0,1% suero durante una no-
che.
Para hacer los experimentos de “time cour-
se” (activación dependiente del tiempo o curso 
temporal) se usó la misma concentración de IGF-
1 en DMEM utilizando como control DMEM 0,1% 
BSA para mantener la concentración de proteína 
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en el medio.
5.4.-Tratamiento con LY294002:
LY294002 (Calbiochem) es un inhibidor es-
pecíﬁ co de la proteína fosfatidilinositol 3 quinasa 
(PI3K). Células MCF7 y MEFs p53/ Mdm2 KO se 
preincubaron durante 30 minutos con el inhibidor 
a una concentración ﬁ nal de 10µM, mantenién-
dose posteriormente durante los tiempos indica-
dos en presencia de IGF-1 ó placebo.
5.5.- Tratamiento con ML-9:
ML-9 (Alexis Biotechnology) es un inhibidor 
especíﬁ co de la quinasa AKT. Se utilizó previa a la 
adición de los estímulos indicados, manteniéndo-
se posteriormente durante los tiempos indicados 
en el texto en las células MCF7, MDA-MB-468 
y MCF10A. Se preincubaron durante 30 minutos 
con ML-9  a una concentración ﬁ nal de 50µM.
5.6.- Tratamiento con cicloheximida:
Cicloheximida (CHX, Calbiochem) se aña-
dió a los cultivos celulares a una concentración 
ﬁ nal de 18µM 1-2 horas antes de los tratamientos 
indicados con objeto de inhibir la síntesis protei-
ca.
5.7.-Tratamiento con Leptomicina B:
La Leptomicina B (SIGMA) bloquea la ex-
portación al citosol de proteínas nucleares cuyo 
tráﬁ co depende de la actividad del factor CRM1. 
Las células se preincubaron con el inhibidor du-
rante 90 minutos manteniéndose posteriormente 
en el ensayo de pulso y caza (células HEK-293) 
o bien se incubaron durante los tiempos indica-
dos en presencia de 10% suero para su posterior 
lisis (células MCF7) a una concentración ﬁ nal de 
5ng/ml.
6.-Fraccionamiento celular: 
Células HEK-293 se transfectaron con 
la forma salvaje de GRK2 o con el mutante de 
GRK2-K19,20,30,31R. Las células se lisaron con 
un tampón hipotónico (Tris-HCl 25nM pH 7.5, 
EDTA 2mM, ortovanadato 1mM, ﬂ uoruro sódi-
co 5mM, inhibidores de proteasas). Los lisados 
se centrifugaron a 800xg, durante 5 minutos y 
el sobrenandante se volvió a centrifugar a alta 
velocidad (250,000xg durante 45 minutos) para 
obtener la fracción citosólica (S) y la fracción que 
contiene las membranas (P). Las fracciones se 
resolvieron en un gel SDS-PAGE y se detectó 
la proteína GRK2 con un anticuerpo especíﬁ co. 
Las fracciones citosólicas de células que sobre-
expresan la forma salvaje de GRK2 o la forma 
mutante de GRK2-K19,20,30,31R se sometieron 
a ensayos de fosforilación “in vitro” usando seg-
mentos externos de Rodopsina puriﬁ cada como 
sustrato como ya han descrito anteriormente 
(Murga, 1996). Como control positivo se usó la 
quinasa recombinante puriﬁ cada.
7.-Electroforesis:
7.1.-Electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS:
Se utilizaron geles de poliacrilamida-SDS 
según el método descrito por Laemmli en 1970, 
cuyos porcentajes de acrilamida-bisacrilamida 
oscilaban entre 7 y 12% en función de la resolu-
ción requerida por el experimento. Como patro-
nes de peso molecular se emplearon las proteí-
nas miosina (200 KDa), β-galactosidasa (116,25 
KDa), fosforilasa B (97,4 KDa), albúmina de sue-
ro bovino (66,2 KDa), ovoalbúmina (45 KDa), an-
hidrasa carbónica (31 KDa), inhibidor de tripsina 
de soja (21 KDa) y lisozima (14 KDa) (Bio-Rad) . 
En algunos casos, los geles se tiñeron con azul 
de Coomassie siguiendo el protocolo descrito por 
Harlow y Lane (1988).
Tras resolver las proteínas, el gel puede 
someterse a autorradiografía o a ﬂ uorografía si 
las proteínas están marcadas con [35S]-metioni-
na, mediante la ﬁ jación del gel en metanol:acéti-
co (50:10) durante 20min y posterior incubación 
durante 20minutos con el reactivo Amplify (Amer-
sham).Tras la deshidratación al vacío se expone 
autográﬁ camente usando una película de rayos 
X Agfa Curix RP2 de 100 NIF.
7.2.-Electroforesis de ácidos nucleicos en geles 
de agarosa-TAE:
La separación de fragmentos de DNA se 
realizó en geles de agarosa de desarrollo hori-
zontal del 0,8-1% agarosa. El tampón de elec-
troforesis utilizado es TAE (Tris-acético 40mM, 
EDTA 2mM) y el tampón de carga de las mues-
tras fue glicerol al 50%, EDTA 1mM, azul de bro-
mofenol al 0,4% y azul de xileno al 0,4%. Los pa-
trones de peso molecular fueron los fragmentos 
de digestión enzimática con HindIII de los fagos 
λ y ϕ29 (suministrados por el servicio de fermen-
tación del Centro de Biología Molecular).
8.-Inmunodetección, inmunoprecipita-
ción e inmunoﬂ uorescencia:
8.1.-Inmunodetección tras electroforesis (“Inmu-
noblot”):
Las muestras para el análisis (proteínas 
puriﬁ cadas, lisados o fracciones subcelulares) se 
resuelven en geles de poliacrilamida-SDS junto 
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con patrones de peso molecular comerciales (Bio-
Rad). Las proteínas así separadas se transﬁ eren 
a un ﬁ ltro de nitrocelulosa (Transblot de Bio-Rad) 
mediante transferencia líquida en tampón carbo-
nato pH 10 durante 75min. a 50 V (Trans-Blot Cell 
de Bio-Rad). Tras teñir la membrana de nitrocelu-
losa con rojo Ponceau, se incuba toda la noche a 
4ºC en medio TBS (Tris-HCl 10mM pH7,5, NaCl 
150mM) suplementado con leche en polvo des-
natada (Molico) al 5%, con objeto de bloquear los 
posibles sitios de unión inespecíﬁ ca. Posterior-
mente, la membrana se incuba con el anticuerpo 
primario correspondiente diluido en TBS-Molico 
1% durante 3 horas a temperatura ambiente o 12 
horas a 4º C. Tras efectuar lavados de la mem-
brana con TBS-Tween 20 al 0,15 % se procede 
con la incubación del segundo anticuerpo (anti-
inmunoglobulina de conejo unido a peroxidasa, 
cuando el 1er anticuerpo es policlonal, y anti-in-
munoglogulina de ratón si es monoclonal; ambos 
de Nordic Immunology) diluido 1:50.000. Final-
mente, para el revelado se emplea un método 
quimioluminiscente en que la peroxidasa cataliza 
la oxidación del sustrato luminol en presencia de 
H2O2 (ECL, Amersham). La cuantiﬁ cación se rea-
liza por densitometría láser (Molecular Dynamics 
300A Computing Densitometer).
8.2.-Inmunoprecipitación:
Las células se lisan en tampón RIPA (NaCl 
150mM,Tris-HCl 20mM pH 7,5, Nonidet P-40 1%, 
ácido deoxicólico 0,5%, y SDS 0,1%), en presen-
cia de un cocktail de inhibidores de proteasas, 
durante 90min a 4ºC con agitación permanente. 
El solubilizado celular se clariﬁ ca por centrifuga-
ción durante 15min. a 12.000rpm. Al sobrenadan-
te suplementado con BSA 0,8% se le añade el 
anticuerpo a la dilución necesaria. Se permite la 
formación de complejos antígeno-anticuerpo du-
rante 16 horas a 4ºC para su posterior incubación 
con 100µl de proteína A-agarosa (Sigma) al 50% 
durante 90min a 4ºC. Se recogen los complejos 
inmunes por centrifugación (4min. a 12.000rpm) 
y, tras descartar el sobrenadante, se lavan 5 ve-
ces (800xg, 5min.) con 10ml de tampón RIPA. Las 
proteínas inmunoprecipitadas se resuspenden 
en un tampón de ruptura reductor de electrofore-
sis, excepto las inmunoprecipitadas de ubiquitina 
que se resuspenden en un tampón no reductor 
suplementado con N-Etilmaleimida. Tras hervir 
las muestras durante 5min, éstas se resuelven 
en un gel de poliacrilamida-SDS del porcentaje 
adecuado. 
La inmunoprecipitación de proteínas ubi-
quitiladas se llevó a cabo lisando las células en 
el tampón Tris-HCl 20mM pH 7,5, MgCl2 0,1mM, 
NaCl 100mM, tritón X100 1%, Deoxicolato 0,5%, 
N-etilmaleimida 5mM, permitiendo la formación 
de complejos antígeno anticuerpo durante tres 
horas a 4ºC.
Para la inmunoprecipitación de la ligasa 
Mdm2 las células se lisan en un tampón Tris-HCl 
20mM pH 7,5, NaCl 100mM, NP40 0,5%, glicerol 
10%, EDTA 1mM suplementado con inhibidores 
de proteasas.
Tras electroforesis de las muestras, el gel 
se transﬁ ere a una membrana de nitrocelulosa 
para revelar las proteínas mediante inmunomar-
cado tras electroforesis como se describe en la 
sección 6.1. Si las proteínas están marcadas con 
[35S]-metionina, se somete el gel a ﬂ uorografía y 
posterior exposición autorradiográﬁ ca.
8.3.-Anticuerpos utilizados:
Con el ﬁ n de analizar la cantidad o presen-
cia de algunas proteínas concretas en nuestras 
fracciones de tejido o celulares, se utilizaron los 
anticuerpos indicados en la página siguiente.
Figura MM-2: Puriﬁ cación de la proteína de 
fusión GST-Mdm2.
Se muestran geles representativos de la pu-
riﬁ cación de la proteína GST-Mdm2. El panel 
superior muestra con dos ﬂ echas las bandas 
teñidas con Coomassie correspondientes a 
la proteina GST-Mdm2 salvaje y la mutante 
GST-Mdm2 100-491, a 120 KDa y 100 KDa 
aproximadamente, que aparecen unicamente 
tras la estimulación con IPTG.
El gel inferior muestra las distintas fracciones 
de las eluciones de la proteína GST-Mdm2 
salvaje con glutation reducido.
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Nombre Epítopo Origen Concentra-
ción
Monoclonal 
policlonal
Utilidad
PF1 50-145 aa 
N-term GRK2 
bovina
Nuestro
laboratorio
1:1000
1:300
Policlonal IP
IB
PF2 (436-689 aa) 
GRK2
Nuestro
laboratorio
1:600 Policlonal IB
C15 GRK2C-ter-
minal
Santa Cruz 
Biotechnology
1:500 Policlonal IB
GRK2/3 
c5/1.1
(467-688 aa) 
GRK2/3
Upstate 1µg/ml monoclonal IP
SMP14 154-167 aa 
Mdm2
Santa Cruz 
Biotechnology
1:500 monoclonal IP
N20 N-terminal 
Mdm2
Santa Cruz 
Biotechnology
1:500 policlonal IB
Ab186 172-268 aa 
β-arr 1 bovi-
na
Nuestro
laboratorio
1:600 Policlonal IB
C-18 β-arr 2 Santa Cruz 
Biotechnology
1:5000 policlonal IB
12CA5 (YPYDVPDY) 
de HA
Boehringer 
Mannheim
0,8µg/ml monoclonal IP
Y-11 HA-Probe Santa Cruz 
Biotechnology
1:500 policlonal IB
GFP (B-2) 1-238 aa de 
GFP
Santa Cruz 
Biotechnology
2µg/ml
1:500
monoclonal IP
IB
Anti-UB SIGMA 1:100 policlonal IB
FK1 Poliubiquitina Afﬁ nity 1:1000 Policlonal IB
FK2 Mono y poliu-
biquitinas
Afﬁ nity 1:1000 monoclonal IP
IB
Actina (I-19) C-term actina 
humana
Santa Cruz 
Biotechnology
1:600 Policlonal IB
P-AKT Ser 473 Cell
Signalling
1:1000 policlonal IB
AKT C-terminal de 
Akt1, Akt2 y 
Akt3
Cell
Signalling
1:1000 policlonal IB
FLAG Flag Afﬁ nity Biore-
agents
1µg/ml policlonal IB
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9.- Puriﬁ cación de la proteína de fusión 
GST-Mdm2 y mutantes:
 Las bacterias competentes BL21 trans-
formadas con el plásmido de GST-Mdm2 se cre-
cen durante la noche a 37º C en medio LB con 
ampicilina 100µg/ml. Pasadas 24 horas se diluye 
el medio de cultivo 1/5 y se deja crecer 1 hora 30 
minutos a 37ºC con agitación. Seguidamente se 
estimula la síntesis de la proteína de fusión con 
la adición al medio de IPTG 1mM durante 3 horas 
a 25º C.
Posteriormente, se centrífuga el medio de 
cultivo a 6000 g durante 15 minutos a 4º C y se 
desecha el sobrenadante. De aquí en adelante 
todo se realiza a 4º C para minimizar la lisis pro-
teica. El precipitado de células se lisa en Urea 
8M, glicina PH 9, 0,1M con una mezcla de inhi-
bidores de proteasas y lisozima 2mg/ml durante 
20 minutos a 4º C. Se practican tres ciclos de 
congelación descongelación del lisado y se soni-
ca. Para reducir la presencia de DNA se incuba 
el solubilizado con Dnasa 100µg/ml.
 Se dializa en tripas de diálisis de 25mm 
frente a un tampón glicina PH9 10mM durante 
una noche. Una vez eliminada la urea, la muestra 
se diluye hasta un volumen de 60ml con PBS 1X, 
Tritón x100 0,1% y se centrifuga 20 minutos a 20 
000xg. El sobrenadante se incuba con glutatión-
sepharosa (previamente lavada y equilibrada con 
PBS 1X, tritón x 100 0,1% y cocktail de inhibido-
res) en noria durante tres horas. Seguidamente 
las proteínas unidas inespecíﬁ camente a la re-
sina, se eliminan mediante lavado de la resina 
con PBS 1X, tritón x100 0,1%. La elución de las 
proteínas de fusión GST se lleva a cabo en pre-
sencia de un gradiente discontinuo de glutation 
reducido (concentraciones de 0,5mM, 10mM y 
20mM) con tres medios de elución, preparados 
en Tris-HCl PH 8,5 1M, recogiéndose fracciones 
de 1ml.
 Se comprueba la pureza y la concentra-
ción de proteínas obtenidas en geles desnaturali-
zantes de poliacrilamida-SDS. Se incluyen geles 
representativos de algunos de los pasos mencio-
nados en la puriﬁ cación de GST-Mdm2 (ﬁ g MM-
2). 
10.-Fosforilación “in vitro” de Mdm2:
Los ensayos de fosforilación se llevaron 
a cabo incubando GST ó GST-Mdm2 (50nM) 
en ausencia (control de autofosforilación de la 
muestra) o en presencia de GRK2 recombinan-
te (100nM) en tampón 27mM de TrisHCl PH 7,5, 
6mM MgCl2, 7,5mM NaF, 1mM EGTA, 1,4mM 
EDTA, [γ32P]-ATP (2-3 cpm/pmol) en un volumen 
ﬁ nal de 40 µl. La especiﬁ cidad de la fosforilación 
por GRK2 se determinó mediante la adición de 
heparina 15-50 ng/ml, un inhibidor de la actividad 
catalítica de GRK2. Se incuba 30 minutos a 30º C 
y la reacción se ﬁ naliza con la adición de un volu-
men igual de tampón de carga. Las muestras se 
resuelven en geles de poliacrilamida SDS-PAGE 
del 10% y se visualizan mediante autorradiogra-
fía. Las bandas correspondientes a GST-Mdm2 
se escinden del gel y se cuantiﬁ ca la radiación 
incorporada por el método de Cerenkov.
11.-Ensayo de asociación “in vitro”:
Las proteínas GRK2 recombinante y GST-
Mdm2 en cantidades equimolares (50nM) se in-
cuban en 40 µl de tampón TrisHCl PH 7,4 20mM, 
EDTA 2mM, Tritón x100 0,5%, Glicerol 10%, 
NaCl 150mM, BSA 0,05mg/ml durante al menos 
tres horas a 4º C. Posteriormente se añade 4ml 
de glutation sepharose 4B (50%) y tras 1 hora de 
incubación, se sedimentan las proteínas unidas 
a la resina por centrifugación (5min. a 2.000xg). 
Se realizan tres o más lavados por centrifuga-
ción con el medio de interacción anteriormente 
descrito. Se resuelven las proteínas en geles de 
poliacrilamida SDS-PAGE y se visualizan por in-
munodetección (6.1).
Figura MM-3: Dibujo esquemático del ensayo de migra-
ción a señales quimiotácticas.
En la parte superior del dibujo se muestra un “transwell” 
en cuyo interior se siembra el número de células especí-
ﬁ co para cada tipo celular.
En la parte inferior se muestra la placa multipocillo con el 
agente quimiotáctico en su interior, donde se  deposita el 
transwell con las células.
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12.- Ensayos de Migración:
Para los ensayos de migración hemos usa-
do cámaras transwell con ﬁ ltro de poro de 8mm 
de diámetro. En la cámara superior sembramos 
las células de interés (20.000-40.000 células 
en función del tipo celular) y en la parte inferior 
añadimos el agente quimiotáctico de interés en 
medio de cultivo sin suero: S1P (2,5µM), IGF-1 
(50ng/ ml) o Her/ neu (2ng/ml). La migración en 
respuesta a ﬁ bronectina se lleva a cabo en cá-
maras con ﬁ ltro cubiertos con este componente 
a una concentración de 20µg/ml en presencia de 
medio de cultivo sin suero. Dejamos transcurrir 
la migración a 37º C, 7% CO2 durante 4- 6 horas 
(ﬁ g MM-3).
Las células que no hayan migrado se reti-
ran por aspiración del medio y por raspado de la 
cara superior del ﬁ ltro con un bastoncillo de algo-
dón. Las células migradas se lavan con PBS 1x 
dos o más veces y se ﬁ jan con metanol durante 
30 segundos. Se vuelven a realizar un par de la-
vados para retirar el metanol y se tiñen con DAPI 
a una concentración de 5µg/ml en PBS durante 
diez minutos. Tras el lavado del ﬁ ltro se procede 
a su separación del transwell y montaje en por-
tas con el medio de montaje moviol. Las células 
se visualizaron en el microscopio convencional 
Axioskop2 plus Zeiss, acoplado a una cámara 
coolsnap-Fxcolor, utilizando objetivo 20/25X, en 
el servicio de microscopía confocal del centro de 
Biología Molecular “Severo Ochoa”. Se contaron 
las células en 5 campos independientes. El trata-
miento de las imágenes se realizó con el progra-
ma “Adobe Photoshop”. 
13.- Ensayos de invasión:
Para estos ensayos usamos las cámaras 
transwell mencionadas en el apartado anterior a 
las que se les añade 50µl Matrigel a 15µg/ml en 
la cara superior del ﬁ ltro. Esta capa de Matrigel 
se deja solidiﬁ car durante 12 horas a tempera-
tura ambiente y antes de sembrar las células se 
rehidrata con DMEM y se añade medio de cultivo 
con 20% FCS en la cámara inferior. Una vez aña-
dimos las células (20.000-40.000 células depen-
diendo del tipo celular) en la cámara superior, se 
incuban a 37º C y 7% CO2 durante 24 horas (ﬁ g 
MM-4). Pasado este tiempo las muestras se pro-
cesan igual que en los ensayos de migración.
14.-Ensayos de proliferación celular:
 Con el ﬁ n de analizar el efecto de GRK2 
en la proliferación celular, las células MCF-7 se 
infectan con el adenovirus-GRK2 siRNA o con el 
adenovirus control a MOI 100, 8-12h tras la infec-
ción se realiza un cambio de medio con DMEM/ 
10% suero y en el momento previo al ensayo 
las células se siembran en placas de 96 pocillos 
(Multiwell-96) (5.000 células/ pocillo). Pasadas 
24 horas se añade medio fresco y tratamos con 
el reactivo CellTiter 96® AQueous  (Promega), 
que permite determinar colorimétricamente el 
número de células viables y en proliferación. Las 
células se incuban una hora a 37º C, 7% CO2 
y se tratan con luz U.V.A para inactivar el virus, 
tras la comprobación previa de que la luz U.V.A 
no afecta a la medida colorimétrica . Las placas 
se analizan a las 24, 48 y 72 horas después de 
sembrar las células mediante un espectofotóme-
tro de placas a 490nm. La cantidad de producto 
formazan formado medido a la absorbancia ante-
riormente mencionada está directamente relacio-
nado con el número de células viables.
15.- Procesamiento de tumores de pa-
cientes con carcinoma ductal de mama:
Las muestras de carcinomas de mama 
ductales de pacientes del Hospital Universitario 
de La Paz se disgregaron mecánicamente en 
un mortero con N2 líquido para su posterior lisis 
en el tampón NaCl 0,3M, Hepes pH 7,5, 20mM, 
EDTA 0,1mM, CHAPS 2%, glicerol 10%, DTT 
1mM, ortovanadato de Na 1mM, NaF 5mM e in-
hibidores de proteasas. Seguidamente se sonicó 
a 4º C y el lisado se clariﬁ có por centrifugación a 
Figura MM-4: Dibujo representativo de ensayos de inva-
sión celular a matrigel.
En el interior del transwell se deposita una capa de 50µl 
de matrigel que debe secarse a temperatura ambiente. 
Una vez rehidratado procedemos a sembrar las células 
en su interior. En la placa multipocillo añadimos las se-
ñales quimiotácticas de interés junto con el control de 
ausencia de señal, BSA 0,1% y colocamos los transwell 
en el interior de cada pocillo. Transcurridas 24 horas a 
37º C, 5% CO2, procedemos a montar las muestras para 
visualizar las células con ayuda de un microscopio de 
ﬂ uorescencia.
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13000 rpm durante 5 minutos a 4º C. Por último, 
se resuelven las proteínas del sobrenadante ob-
tenido en geles de poliacrilamida-SDS PAGE al 
porcentaje deseado.
16.-Medida de proteínas:
La determinación de proteínas se realizó 
por el método de Bradford (1976) o por el méto-
do de Lowry y cols. (1951), utilizando albúmina 
de suero bovino como estándar para construir la 
recta patrón.
17.-Tratamiento matemático y estadísti-
co de los datos:
Los experimentos se realizaron, como 
mínimo, tres veces y en general los puntos se 
llevaron por duplicado o triplicado. Los datos se 
expresan como la media ± la desviación estándar 
de la media (±SEM).
 Para los cálculos de las constantes cinéti-
cas de las reacciones enzimáticas, se asumió el 
comportamiento de Michaelis-Menten de las qui-
nasas. Se confeccionaron los gráﬁ cos con el pro-
grama de Excel de ajuste de mínimos cuadrados 
y se pasaron a calcular los parámetros cinéticos: 
constante de Michaelis-Menten (Km) y velocidad 
máxima (Vmax= Vo (nmol de PO4
3- incorporado.
mg de enzima-1. min-1).
El análisis estadístico se realizó mediante 
el test de prueba “t de student bilateral” (de dos 
colas) y n-1 grados de libertad donde la hipótesis 
nula es que no existe diferencia signiﬁ cativa en-
tre la situación o condición cuya signiﬁ catividad 
estadística queremos determinar y la situación 
control o basal. El valor correspondiente a la pro-
babilidad del cumplimiento de la hipótesis nula 
(P) obtenido en cada caso varió de P<0,001 o P< 
0,0001 como se detalla en las ﬁ guras.
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1. - IMPLICACIÓN DE MDM2 EN LA DEGRADACIÓN DE GRK2.
1.1. - Mdm2 se asocia a GRK2 y esta asocia-
ción se ve favorecida por la estimulación del 
receptor β2-AR y por la presencia de β-arres-
tina.
GRK2 muestra una activa regulación a ni-
vel post-traduccional. De modo similar a otras 
moléculas cuyos niveles de expresión se re-
gulan modulando la estabilidad de la proteína, 
GRK2 exhibe una rápida degradación por la vía 
del proteasoma con una vida media de aproxi-
madamente 1 hora. La proteolisis de GRK2 
está sujeta a diversos mecanismos de control. 
Así, la degradación de la quinasa se estimula 
por la activación de ciertos receptores GPCRs 
como el β2-AR y el CXCR4. Este proceso es 
absolutamente dependiente de la actividad ca-
talítica de la propia quinasa (Penela, 1998) y 
se favorece por el reclutamiento de la molécula 
adaptadora β-arrestina a las inmediaciones del 
receptor activado (Penela, 2001). β-arrestina 
interacciona con diferentes proteínas implica-
das directamente en la modiﬁ cación post-tra-
duccional de GRK2 (fosforilación por MAPK, 
c-Src). Dichas modiﬁ caciones activan la ubiqui-
tilación de GRK2 y su degradación por la vía 
del proteasoma (Elorza, 2000; Penela, 2001). 
Asimismo, β-arrestina interacciona con varias 
actividades E3 ligasa, de las cuales Mdm2 es 
responsable de la ubiquitilación de β-arrestina, 
participando así en procesos de internalización 
y reciclaje de receptores (Shenoy, 2001; Wang, 
2003).
En este contexto, nos preguntamos si 
Mdm2 participaba también en la ubiquitilación 
de GRK2, modulando así su estabilidad. Como 
primer abordaje, analizamos la posible co-in-
munoprecipitación de ambas proteínas en cé-
lulas MCF-7. Como se observa en la ﬁ gura 1A, 
ambas proteínas expresadas endógenamente 
se encuentran en el mismo complejo macro-
molecular en condiciones de no-estímulo tras 
la inmunoprecipitación con anticuerpos anti-
GRK2 o anti-Mdm2. La co-inmunoprecipitación 
de GRK2 y Mdm2 en condiciones endógenas 
aumenta de modo transitorio en células HeLa 
tras la estimulación con isoproterenol (ﬁ g 1B). 
Existe pues una subpoblación de las proteínas 
GRK2 y Mdm2 asociadas basalmente en es-
tado estacionario, que tras la estimulación de 
receptores β-adrenérgicos se incrementa en 
paralelo a la velocidad de degradación y el gra-
do de ubiquitilación de GRK2.
Figura 1: GRK2 y Mdm2 se asocian de manera dependien-
te de la activación de GPCRs
A) Asociación de Mdm2 y GRK2 endógenos. Lisados de 
células MCF-7 se inmunoprecipitaron con diferentes anti-
cuerpos anti-Mdm2 (SMP14), anti-GRK2 (clon C5/1.1), y 
un anticuerpo (IgG) no relacionado. Como control negativo 
se llevó a cabo la inmunoprecipitación en ausencia de an-
ticuerpos. Los inmunoprecipitados, se resolvieron en geles 
de acrilamida SDS-PAGE, y la presencia de GRK2 y Mdm2 
se detectó con anticuerpos especíﬁ cos mediante análisis 
por inmunodetección. Se muestra la cantidad de GRK2 y 
Mdm2 presentes en un porcentaje del lisado total.
B) Las células HeLa se crecieron en placas de cultivo de 
150mm y se mantuvieron durante 2 horas sin suero. Pos-
teriormente, se pre-trataron con un antagonista del recep-
tor β2-adrenérgico, a una concentración de 10µM durante 
15 minutos para reducir la asociación basal de Mdm2 y 
GRK2 previamente a la estimulación con 10µM isoprote-
renol (ISO) durante los tiempos indicados. La formación de 
complejos Mdm2/ GRK2 se analizó mediante ensayos de 
co-inmunoprecipitación.
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A continuación analizamos si β-arrestina 
podía ejercer un papel en la asociación de es-
tas proteínas. La sobreexpresión transitoria de 
β-arrestina en células HEK-293 promovía un in-
cremento notable tanto en la cinética como en el 
grado de la asociación de GRK2 y Mdm2. Así, 
se alcanza un máximo de asociación en presen-
cia de β-arrestina exógena al minuto de estimu-
lación en comparación con el máximo observa-
do a los cinco minutos en las células control (ﬁ g 
2A).
Estos resultados indican que β-arrestina 
desempeña un papel positivo en la interacción 
de GRK2 con la ligasa Mdm2. Con objeto de 
demostrar si su papel era crítico en la degrada-
ción de GRK2, determinamos la estabilidad de 
GRK2 endógena en células MEFs nulas para la 
expresión de β-arrestina 1 y 2 y en células MEFs 
no modiﬁ cadas genéticamente. Las células se 
trataron con cicloheximida, un inhibidor de la 
síntesis de proteínas, y los niveles de GRK2 se 
analizaron mediante inmunodetección. La tasa 
de desaparición de GRK2 tras el bloqueo es sig-
niﬁ cativamente menor en las células que care-
cen de β-arrestinas comparado con las células 
silvestres (ﬁ g 3), lo cual sugiere que β-arrestina 
desempeña un papel importante en la regula-
ción de la estabilidad de GRK2, probablemente 
gracias al reclutamiento de proteínas clave para 
este proceso (ligasas, quinasas moduladoras u 
otros factores).
1.2.- Mdm2 promueve la degradación de GRK2 
por la vía del proteasoma.
Puesto que Mdm2 es una E3 ligasa qui-
simos saber si era capaz de promover la ubi-
quitilación y degradación de GRK2. Para ello, 
determinamos la vida media de GRK2 mediante 
experimentos de pulso y caza en presencia de 
Mdm2 en células HEK-293. La sobreexpresión 
de la ligasa estimula la degradación de GRK2, 
puesto que tras una hora de caza se detecta en 
presencia de Mdm2 transitoriamente transfecta-
da un 37±1% de la proteína GRK2 inicialmente 
marcada ó GRK2 restante, frente a un 56±3 % 
en condiciones de no sobreexpresión de la liga-
sa (ﬁ g 4A). Por otro lado, la adición del inhibidor 
del proteasoma MG132 es capaz de revertir el 
aumento en la degradación de GRK2 debido a 
la sobreexpresión de Mdm2, descartando así la 
posibilidad de que la ligasa promoviera la degra-
dación por una vía distinta a la del proteasoma 
(ﬁ g 4B). Es más, Mdm2 es capaz de inducir la 
Figura 3: β-arrestina es necesaria para la degradación de 
GRK2.
La degradación normal de la proteína GRK2 está impe-
dida en células nulas para la expresión de β-arrestina-
1 y β-arrestina-2. Los niveles de proteína de GRK2 se 
examinaron mediante inmunodetección tanto en células 
MEFs salvajes como en MEFs carentes de β-arrestina-1 y 
-2 tras tratamientos con cicloheximida (CHX) durante los 
tiempos indicados. La cantidad de GRK2 a las 0 horas se 
deﬁ nió como el 100% y los datos se normalizaron con los 
niveles de proteína actina. En ambos paneles, se repre-
senta  la media ± SEM de cuatro experimentos indepen-
dientes (*p<0.05), y se incluyen geles representativos.
Figura 2: La sobreexpresión de β-arrestina incrementa 
la asociación de GRK2 /Mdm2 en respuesta a isoprote-
renol. 
Células HEK-293 transfectadas con los plásmidos de 
expresión de GRK2, β2AR y Mdm2, en presencia o 
ausencia de β-arrestina-1 se estimularon con 10µM iso-
proterenol durante los tiempos indicados. Los complejos 
GRK2/Mdm2 se co-inmunoprecipitaron según se indica 
en Materiales y Métodos. La presencia de GRK2 aso-
ciada a Mdm2 en condiciones basales se tomó como 
control. Los datos densitométricos se normalizaron en 
relación al total de Mdm2 inmunoprecipitado en cada 
caso. Se representa la media ± SEM de cuatro experi-
mentos independientes. En la ﬁ gura se muestra un gel 
representativo.
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degradación del mutante inactivo de la quinasa 
GRK2-K220R, que previamente habíamos des-
crito que se proteoliza muy lentamente (Penela, 
1998). En condiciones de expresión exógena 
de la ligasa se detecta sólo un 60±1% de pro-
teína GRK2 mutante restante tras una hora de 
caza frente al 92±5% en condiciones control 
(ﬁ g 4A). Estos datos sugerían que el exceso de 
Mdm2 contrarresta la deﬁ ciente interacción de 
la maquinaria de degradación con el mutante 
GRK2-K220R, probablemente debido al escaso 
reclutamiento del complejo Mdm2/ β-arrestina al 
entorno del receptor, que es dependiente de la 
fosforilación por GRK2. La ﬁ gura 4C muestra la 
similar asociación de Mdm2 tanto a la proteína 
mutante GRK2-K220R como a la quinasa sal-
vaje, conﬁ rmando que la menor degradación de 
GRK2-K220R no se debe a un defecto intrínseco 
de interacción con la ligasa, sino probablemen-
te a una menor disponibilidad efectiva de Mdm2 
para establecer dicha asociación.
Como ya se indicó en la Introducción de 
esta memoria, Mdm2 es una proteína altamen-
te regulada a muchos niveles. Uno de ellos es 
su localización subcelular, que depende de su 
interacción con distintas proteínas como la ante-
riormente mencionada β-arrestina, y de modiﬁ ca-
ciones post-traduccionales como fosforilación y 
ubiquitilación. Era pues factible que cambios en 
la distribución de Mdm2 pudieran modular la dis-
ponibilidad de la ligasa para GRK2, tal y como se 
ha demostrado para otros sustratos. 
Debido a que Mdm2 puede localizarse en 
núcleo, nucleolo y citosol quisimos analizar cómo 
la distribución de la ligasa en la célula afectaba 
a la estabilidad de GRK2. Para ello, determina-
mos mediante experimentos de pulso y caza la 
degradación de GRK2 en células HEK-293 co-
transfectadas o no con Mdm2 en presencia de un 
inhibidor del tráﬁ co núcleo-citoplasmático (lepto-
micina B), que restringe la localización de Mdm2 
a núcleo, sin afectar la distribución subcelular de 
GRK2 (datos no mostrados). Según se observa 
en la ﬁ gura 5, el tratamiento con leptomicina pro-
mueve una menor degradación de GRK2 tanto 
en condiciones de expresión endógenas (57±5% 
de GRK2 restante a 1 hora de caza frente a un 
80±10% en ausencia y presencia de leptomici-
na, respectivamente) como exógenas de Mdm2 
(34±2% frente a un 60±6% en ausencia y en 
presencia de leptomicina). Coherentemente con 
esta menor tasa de reciclaje de la quinasa, los 
niveles endógenos de GRK2 aumentan progre-
sivamente con la exposición a leptomicina B en 
células MCF-7 (ﬁ g 5B).
Figura 4: Mdm2 promueve la degradación de GRK2 por la 
vía del proteasoma.
A) Mdm2 aumenta la degradación de GRK2 y rescata la 
falta de degradación de un mutante de GRK2 catalítica-
mente defectivo. Células HEK-293 se transfectaron tran-
sitoriamente con GRK2 salvaje (wt) o con el mutante 
GRK2-K220R en presencia o ausencia de Mdm2. La 
degradación de la quinasa se analizó mediante expe-
rimentos de pulso y caza, tal y como se describe en 
Materiales y Métodos. Las proteínas marcadas con 35S-
metionina se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-
GRK2 AbFP2 y se resolvieron en geles de acrilamida 
SDS-PAGE. Las densidades de las bandas de GRK2 
marcadas (35S-GRK2) se normalizaron en relación a 
la cantidad total de proteína GRK2 presente en los in-
munoprecipitados, determinada mediante inmunode-
tección. Los datos representan la media ± SEM de 3-4 
experimentos independientes realizados por duplicado, 
*p<0.05, **p<0.01. Se muestra una autorradiografía de 
un gel representativo.
B) Células HEK-293 que sobreexpresan GRK2 y Mdm2 
se pre-trataron con el inhibidor del proteasoma MG132 
a una concentración de 30µM o con DMSO durante 1 
hora, manteniéndo su presencia a lo largo del experi-
mento de pulso y caza. Se muestran autorradiografías 
representativas de dos experimentos independientes. 
C) GRK2 salvaje y el mutante K220R se asocian de ma-
nera similar a Mdm2. Lisados de células HEK-293 trans-
fectadas con Mdm2 y con las construcciones que se indi-
can de GRK2, se inmunoprecipitaron con un anticuerpo 
anti-Mdm2 (SMP-14). Los complejos obtenidos se anali-
zaron con anticuerpos especíﬁ cos contra Mdm2 y GRK2.
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Por tanto, podemos concluir que la loca-
lización nuclear de Mdm2 promovida por trata-
mientos con leptomicina B o por contextos de 
señalización celular que favorezcan la retención 
nuclear de la ligasa, estabiliza a GRK2 como re-
sultado de la separación física de la ligasa y su 
sustrato, GRK2.
1.3.-Mdm2 modula la ubiquitilación de GRK2.
La degradación por la vía del proteaso-
ma requiere, en general, como paso previo, la 
poli-ubiquitilación del sustrato para que éste 
sea reconocido por la proteasa. Como ya se ha 
mencionado con anterioridad, la estimulación 
del receptor β2-AR aumenta el patrón de ubi-
quitilación de GRK2 y consecuentemente el re-
cambio de la quinasa (Penela, 1998). En dicho 
contexto, hemos demostrado que la exposición 
a agonistas β-adrenérgicos aumenta la asocia-
ción Mdm2/ GRK2 dependiente de β-arrestina. 
Puesto que Mdm2 es una proteína ligasa y au-
menta la degradación de GRK2, estudiamos si 
Mdm2 era responsable de su ubiquitilación. 
Se transfectaron células HEK-293 con di-
versas combinaciones de las construcciones del 
β2-AR, HA-ubiquitina y GRK2 en presencia o no 
de Mdm2 sobreexpresado. Tras tratamientos con 
Isoproterenol, se analizó la presencia de GRK2 
mediante inmunodetección en los complejos de 
ubiquitilación inmunoprecipitados con un anti-
cuerpo que reconoce el epítopo HA de la ubiqui-
tina (ﬁ g 6A). Los resultados obtenidos muestran 
el aumento de la ubiquitilación de GRK2 tanto 
en presencia de Mdm2 como del agonista iso-
proterenol. Curiosamente, la sobreexpresión de 
Mdm2 es capaz de promover el mismo patrón 
de ubiquitilación de GRK2 que la estimulación 
del receptor y con similar intensidad. Además, la 
ubiquitilación de GRK2 en presencia de Mdm2 
exógena no se incrementa signiﬁ cativamente 
por la adición de isoproterenol. Esto sugiere que 
en condiciones de sobreexpresión de Mdm2, la 
disponibilidad de la ligasa regulada por el adap-
tador β-arrestina dejaría de ser un paso limitante 
en la ubiquitilación de GRK2 estimulada por el 
receptor.
El patrón de ubiquitilación de GRK2, tanto 
en presencia de Mdm2, exógena o endógena, 
como de receptores activados es complejo, pu-
diéndose detectar bandas de GRK2 modiﬁ ca-
das de alto peso molecular (rango 97-200Kda). 
Estas especies corresponderían a la quinasa 
poli-ubiquitilada, teniendo en cuenta que el peso 
molecular aparente de GRK2 y ubiquitina es de 
aproximadamente 80 y 8 Kda, respectivamente. 
Curiosamente, se detecta una señal de ubiqui-
tilación muy intensa en una banda de ~80 Kda 
que es reconocida por el anticuerpo anti-GRK2 
Ab9 (ﬁ g 6A). Esta especie podría corresponder 
a GRK2 mono-ubiquitilada sin aparente cambio 
de movilidad electroforética o bien ser un arte-
facto debido al reconocimiento inespecíﬁ co de 
GRK2 no modiﬁ cada por el anticuerpo anti-HA. 
Esta banda de 80 Kda seguía observándose 
cuando los complejos de ubiquitina se inmuno-
precipitaban con otro anticuerpo que reconoce 
especíﬁ camente ubiquitina conjugada (FK2) 
y dejaba de detectarse cuando los complejos 
Figura 5: La estabilidad de GRK2 depende de la locali-
zación celular de Mdm2
A) Efecto del tratamiento con leptomicina B (LMB) en 
la degradación de GRK2. Células HEK-293 co-transfec-
tadas con GRK2 y Mdm2 o un vector vacío, se pre-tra-
taron con LMB o placebo durante una hora. La degra-
dación de GRK2 se determinó mediante experimentos 
de pulso y caza como se detalla en Materiales y Mé-
todos. La presencia de LMB se mantuvo durante todo 
el experimento. Se representa la media ± SEM de tres 
experimentos independientes llevados a cabo por dupli-
cado, *p<0.05, **p<0.01. Se muestran autorradiografías 
representativas. 
B) Células MCF-7 se trataron con LMB durante los 
tiempos indicados previamente a su lisis. Los niveles 
endógenos de GRK2 se determinaron mediante inmu-
nodetección. Los datos densitométricos correspondien-
tes a GRK2 se corrigieron por los niveles de actina y 
se representaron en porcentaje respecto a la condición 
de no tratamiento. *p<0.05, ***p<0.001. Se muestra una 
autorradiografía representativa.
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se revelaban con un anticuerpo (FK1) que sólo 
reconoce especies poli-ubiquitiladas (datos no 
mostrados). Asimismo, analizamos el patrón de 
reconocimiento del anticuerpo FK2, que detecta 
ubiquitina mono- y poli-conjugada, en los com-
plejos de GRK2 inmunoprecipitados con distintos 
anticuerpos anti-GRK2 (ﬁ g 6B). Así, observamos 
que en los inmunoprecipitados del anticuerpo 
c5/1.1, se detectan bandas ubiquitiladas de alto 
peso molecular (GRK2 poli-ubiquitilado) junto con 
una banda de 80 Kda (GRK2 monoubiquitilado). 
Es interesante indicar que el anticuerpo FK2 no 
detecta ninguna señal en los inmunoprecipitados 
de GRK2 del anticuerpo C-15, indicando que éste 
sólo puede reconocer a la quinasa no modiﬁ cada 
mientras que el c5/1.1 reconoce a GRK2 inde-
pendientemente de su estado de ubiquitilación.
Por tanto, Mdm2 promueve la mono- y la 
poli-ubiquitilación de GRK2. Para explorar si era 
necesaria y suﬁ ciente para llevar a cabo este 
proceso, analizamos en células MEFs salvajes 
(que expresan Mdm2 de manera endógena) el 
patrón de ubiquitilación de GRK2 y lo compara-
mos con el obtenido en MEFs que carecen bien 
de Mdm2 o bien de β-arrestinas. Como se puede 
observar en la ﬁ gura 7, la ubiquitilación de GRK2 
en células salvajes aumenta tras la estimulación 
con isoproterenol (con un patrón similar al que 
obteníamos en los ensayos de sobreexpresión 
de proteínas, ﬁ g 5A). En el caso de las MEFs sin 
Mdm2 la ubiquitilación de GRK2 en condiciones 
basales es mucho menor que la obtenida en las 
MEFs silvestres y muy deﬁ ciente en respuesta 
a isoproterenol. Así, desaparecen totalmente las 
bandas correspondientes a la mono-ubiquitila-
ción de GRK2 y las poli-ubiquitiladas en el ran-
go de 80-97 Kda, mientras que se atenúan las 
de mayor peso molecular. Estos resultados con-
ﬁ rman que la presencia de Mdm2 es necesaria 
para el proceso de ubiquitilación de GRK2 en 
respuesta a estímulo. Por otra parte, la ausencia 
de β-arrestina da lugar a un defecto de ubiquiti-
lación de GRK2 parecido al que obtenemos en 
ausencia de Mdm2, conﬁ rmando la hipótesis de 
que β-arrestina actúa como molécula adaptadora 
de Mdm2.
El siguiente paso que nos planteamos fue 
identiﬁ car los residuos de lisina que podían ser 
ubiquitilados por Mdm2. Para ello generamos un 
mutante de GRK2 en el que lisinas del extremo 
amino terminal se sustituyeron por argininas (K19/
21/30/31R). Estos residuos eran “a priori” buenos 
sitios candidatos porque deﬁ nían una secuencia 
rica en lisinas potencialmente reconocible por 
Mdm2, tal y como se ha observado en otros sus-
tratos de la ligasa (Rodriquez, 2000). Además, 
este grupo de lisinas se encuentra muy cerca de 
la región de GRK2 que sufre el primer corte pro-
teolítico por el proteasoma (Penela, 1998).
Figura 6: Mdm2 modula la ubiquitilación de GRK2.
A) Se transfectaron los plásmidos de expresión de GRK2, 
HA-Ubiquitina y β2-AR en presencia o ausencia de Mdm2 
en células HEK-293. Después de 2 horas en ausencia de 
suero, las células se incubaron durante 15 minutos con 
10µM isoproterenol o placebo y posteriormente se lisaron 
para llevar a cabo ensayos de ubiquitilación, tal y como 
se describe en Materiales y Métodos. Las diferentes espe-
cies de GRK2 poli-ubiquitiladas (ubn-GRK2) y mono-ubi-
quitiladas (ub-GRK2) presentes en los inmunoprecipitados 
de ubiquitina se indican en la ﬁ gura. Los asteriscos y las 
puntas de ﬂ echa indican diversas formas de GRK2 mono-
ubiquitiladas (ver el texto para más detalle). 
B) Caracterización de las especies ubiquitiladas de GRK2 
tras la estimulación con agonistas β-adrenérgicos en célu-
las HEK-293 co-transfectadas con GRK2, β2-AR y ubiquiti-
na. GRK2 total se inmunoprecipita de los lisados celulares 
con un anticuerpo policlonal anti-GRK2 (C-15) o con un an-
ticuerpo monoclonal anti-GRK2 (c5/1.1). Los inmunopre-
cipitados se someten a análisis por inmunodetección con 
los anticuerpos anti-ubiquitina, FK2, que reconoce formas 
mono- y poli-ubiquitiladas, y con el anticuerpo anti-GRK2 
(PF2). Sólo el anticuerpo c5/1.1 inmunoprecipita formas de 
GRK2 que posteriormente se detectan con el anticuerpo 
FK2. Los asteriscos indican la posición de una especie pro-
teica que migra a 80Kda y que es reconocida tanto por FK2 
como por anticuerpos anti-GRK2 en los inmunoprecipita-
dos y en lisados, indicando que una proporción de GRK2 
modiﬁ cada con mono-ubiquitina co-migra con la quinasa 
no modiﬁ cada en nuestras condiciones experimentales de 
SDS-PAGE.
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Figura 7: La ubiquitilación de GRK2 depen-
de de Mdm2 y β-arrestinas.
La ubiquitilación de GRK2 endógeno se 
bloquea tanto en células carentes de 
Mdm2 como en las carentes de β-arresti-
na en condiciones basales y de estimula-
ción. Células MEFs salvajes y nulas para 
la expresión de Mdm2 o de β-arrestina-1 
y -2 (50x106) se mantuvieron sin suero du-
rante 2 horas y se estimularon con 10µM 
isoproterenol o placebo durante 15 minu-
tos, en presencia de suero. Las células se 
procesaron como anteriormente y las for-
mas ubiquitiladas de GRK2 endógeno se 
analizaron en los complejos inmunopreci-
pitados con un anticuerpo monoclonal especíﬁ co anti-GRK2 (c5/1.1) mediante inmunodetección con el anticuerpo anti-
ubiquitina FK2. Posteriormente, las membranas se incubaron (panel derecho) con un anticuerpo policlonal especíﬁ co 
anti-GRK2 (C-15) para conﬁ rmar que la cantidad de carga de GRK2 es similar en todas las condiciones. 
Figura 8: Las lisinas de GRK2 ubiquitiladas por Mdm2 se localizan en el extremo N-terminal de la proteína.
A) La mutación de residuos críticos K19, 21, 30, 31 en el extremo N-terminal de GRK2 impide la ubiquitilación de la 
quinasa en respuesta a la estimulación del β2-AR. Células co-transfectadas con β2-AR y GRK2 salvaje o el mutante 
GRK2-K19, 21, 30, 31R se estimularon con isoproterenol durante los tiempos indicados. La ubiquitilación de GRK2 
se analizó mediante inmunoprecipitación de los lisados celulares con el anticuerpo especíﬁ co anti-ubiquitina, FK2 y 
posterior inmunodetección con el anticuerpo anti-GRK2 (Ab-9) generado contra la proteína recombinante.
B) La mutación de residuos de lisinas en el extremo N-terminal de GRK2 impide la ubiquitilación de la quinasa en 
presencia de Mdm2. Las células HEK-293 se transfectaron con el plásmido de expresión de ubiquitina y con GRK2 
salvaje ó con el mutante GRK2-K19,21,30,31R (GRK2-K4R) en presencia y ausencia de Mdm2. Se analizó el patrón 
de ubiquitilación de la quinasa como en el apartado A. Los niveles de expresión de GRK2 y de Mdm2 se conﬁ rmaron 
en los lisados mediante inmunodetección.
C) Asociación de Mdm2 con el mutante en lisinas de GRK2 defectivo en ubiquitilación. Se analizó en células HEK-
293, co-transfectadas con Mdm2 y GRK2 salvaje o el mutante GRK2-K19,21,30,31R, la formación de complejos entre 
GRK2 y Mdm2 mediante co-inmunoprecipitación.
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Se analizó, pues, el patrón de ubiquitilación 
del mutante GRK2-K19/21/30/31R, (denominado 
K4R) sobreexpresado de manera transitoria en 
células HEK-293 junto con el receptor β2-AR y 
HA-Ub. La modiﬁ cación de este grupo de lisinas 
originaba una ubiquitilación defectiva de la pro-
teína GRK2-K4R tanto en condiciones basales 
como en condiciones de estimulación (ﬁ g 8A). Es 
más, la sobreexpresión de Mdm2 no es capaz de 
rescatar la falta de ubiquitilación de este mutante 
(ﬁ g 8B), sugiriendo que estas cuatro lisinas son 
ubiquitiladas por Mdm2 y en parte responsables 
del patrón de la mono y poli-ubiquitilación de la 
quinasa. La ubiquitilación defectiva de este mu-
tante no se debe a cambios conformacionales 
que impidan su asociación con la ligasa (ﬁ g 8C), 
conﬁ rmándose así el papel especíﬁ co de las lisi-
nas 19/21/30/31 en la ubiquitilación.
Este mutante, al no ubiquitilarse adecua-
damente, podría no ser detectado eﬁ cientemen-
te por el complejo del proteasoma y, por tanto, 
presentar afectada su degradación por esta vía. 
En consecuencia, analizamos el recambio de 
GRK2-K19/21/30/31R mediante experimentos 
de pulso y caza en células HEK-293 transitoria-
mente transfectadas con dicha construcción. La 
proteína mutante tiene una vida media hasta tres 
veces mayor que la proteína normal en condicio-
nes basales (ﬁ g 9A). Es más, la expresión exó-
Figura 9: Las lisinas 19/21/30/31 son necesarias para la degradación de GRK2.
A) El recambio de GRK2 salvaje y del mutante GRK2-K19,21,30,31R (GRK2-K4R) en células HEK-293 transfectadas 
transitoriamente se ensayó mediante experimentos de pulso y caza, tal como se describe en Materiales y Métodos.
B) El efecto de Mdm2 exógeno en la estabilidad de GRK2 se determinó en células HEK-293 co-transfectadas transito-
riamente con GRK2 salvaje o con el mutante GRK2-K4R. Se muestran geles representativos y los datos corresponden 
a la media ± SEM de 3-4 experimentos independientes (**p<0.01).
C) La actividad y localización subcelular del mutante de GRK2 en lisinas es similar a la de la proteína salvaje tal y como 
muestran los ensayos de fosforilación “in vitro” de rodopsina y fraccionamiento subcelular, respectivamente. Las frac-
ciones soluble citosólica (S) y la particulada de membranas (P), obtenidas como se detalla en Materiales y Métodos, 
se analizaron mediante inmunodetección con anticuerpos anti-GRK2 especíﬁ cos. La cantidad relativa de una proteína 
inespecíﬁ ca reconocida por estos anticuerpos (*) se muestra como control de la presencia equivalente de proteínas 
transfectadas rec-GRK2, proteína recombinante.
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gena de Mdm2 no consigue incrementar la de-
gradación, obteniéndose valores de 88±3% de 
GRK2 K19/21/30/31R restante tras una hora de 
caza en presencia de Mdm2 comparado con un 
86±4% sin Mdm2 (ﬁ g 9B). Estos resultados con-
trastan con el aumento en la degradación que la 
ligasa causa en GRK2 wt y en GRK2 K220R (ﬁ g 
4A), mutante defectivo en degradación pero que 
posee las lisinas ubiquitilables por Mdm2 intac-
tas. Es de destacar que la distribución subcelu-
lar y la actividad del mutante GRK2-K4R frente a 
sustratos GPCRs de GRK2 no se ven afectadas 
tal y como muestra la ﬁ gura 9 C. Dado que la 
degradación remanente de GRK2-K19/21/30/
31R se bloquea con inhibidores del proteasoma 
(datos no mostrados), la proteolisis defectiva de 
este mutante no se debe a la selección de una 
vía de degradación alternativa menos eﬁ ciente, 
causada por cambios conformacionales secun-
darios a la mutación. En resumen, las lisinas 
19,21,30,31 parecen ser residuos críticos para 
la correcta ubiquitilación de GRK2 por Mdm2 en 
condiciones basales y tras la estimulación de re-
ceptores GPCRs. 
1.4.-La degradación de GRK2 se inhibe en 
ausencia de Mdm2. 
Dado que los resultados obtenidos de-
mostraban que Mdm2 era una ligasa necesa-
ria y suﬁ ciente para la ubiquitilación de GRK2, 
quisimos determinar si dicha ubiquitilación era 
también suﬁ ciente y necesaria para promover 
la degradación de GRK2. Para ello, analizamos 
la vida media de GRK2, mediante experimentos 
de pulso y caza, en células MEFs que carecen 
de Mdm2 transfectadas transitoriamente con 
la quinasa. En la ﬁ gura 10 A se observa que la 
degradación de GRK2 está impedida en estas 
células, ya que tras una hora de caza los nive-
les de GRK2 se mantienen en un 98±9%. Esta 
estabilización de la proteína es muy parecida a 
la que se obtenía en condiciones de no ubiqui-
tilación de GRK2 (ﬁ g 9 A y B). Por el contrario, 
la re-introducción de Mdm2 en estas células re-
establece la degradación de la quinasa (ﬁ g 10A) 
hasta niveles similares a los obtenidos en líneas 
celulares que expresan endógenamente Mdm2 
(ver ﬁ gura 5A).
Para conﬁ rmar la participación de Mdm2 
en la degradación de GRK2 en condiciones ﬁ sio-
lógicas, analizamos los niveles de GRK2 endó-
geno en células MEFs salvajes y en las células 
MEFs nulas para Mdm2, tras tratamientos con 
el inhibidor de síntesis proteica, cicloheximida. 
La ﬁ gura 10 B muestra que la degradación de 
Figura 10: La ligasa Mdm2 está implicada en la degradación de GRK2.
A) Células MEFs carentes de Mdm2 se transfectaron con GRK2 salvaje en presencia o ausencia de Mdm2. 
Se analizó la tasa de degradación de la proteína GRK2 tras 1 hora de caza, mediante experimentos de pulso 
y caza. 
B) La estabilidad de GRK2 endógena se encuentra aumentada en ausencia de Mdm2. Los niveles de GRK2 
se examinaron por inmunodetección en lisados de células tratadas con cicloheximida (CHX) durante los tiem-
pos indicados. La cantidad de GRK2 a las 0 horas se deﬁ nió como el 100%, y los datos se normalizaron en 
relación a los niveles de la proteína actina. En ambos paneles los datos representan la media ± SEM de 4 
experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01). Se muestran geles representativos.
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GRK2 está muy retardada en ausencia de Mdm2 
en comparación con las células salvajes. Es más, 
los niveles de GRK2 endógenos en estado es-
tacionario sin tratamiento con cicloheximida son 
mayores en las células nulas para Mdm2 que en 
las células salvajes (comparar las líneas 6 y 1 del 
panel inferior de la ﬁ gura 10B), indicando que la 
ausencia de la ligasa reduce la degradación de 
GRK2 y produce una mayor acumulación de la 
proteína en la célula.
2.- MECANISMOS MOLECULARES DE 
LA PARTICIPACIÓN DE β-ARRESTINA EN LA 
DEGRADACIÓN DE GRK2 POR MDM2.
2.1.- Efecto diferencial de un mutante de β-arres-
tina-1 y su equivalente de β-arrestina-2 en la de-
gradación de GRK2.
Nuestros datos establecían que Mdm2 
ubiquitila a GRK2 y que esta modiﬁ cación dirige 
la quinasa a la degradación por el proteasoma. 
Asimismo, hemos demostrado que la función de 
β-arrestina es necesaria para que Mdm2 modu-
le la estabilidad de la quinasa dependiente de la 
activación de GPCRs. La función de andamiaje 
proporcionada por β-arrestinas, en las proximi-
dades del receptor, permitiría el reclutamiento de 
múltiples proteínas al complejo del receptor acti-
vado en el que se encontraría GRK2. Además de 
la ligasa Mdm2, β-arrestina recluta quinasas como 
c-Src, que promueve la fosforilación de GRK2 en 
tirosinas (Sarnago, 1999) y ERK, que lo hace en 
la serina 670 (Elorza, 2000). Datos previos de 
nuestro grupo demuestran que ambas modiﬁ ca-
ciones son también determinantes en promover 
la degradación estimulada de GRK2 por agonis-
tas de receptores GPCRs (Elorza, 2000; Penela, 
2001). Por tanto, se planteaba si β-arrestinas po-
drían estar modulando la estabilidad de GRK2 por 
vías alternativas e independientes (la vía de c-Src 
y ERK y la vía de Mdm2), o bien si las distintas 
actividades reclutadas por β-arrestina podrían for-
mar parte de una misma vía, cuyo paso ﬁ nal es la 
actuación de la ligasa Mdm2.
En consecuencia, analizamos en más deta-
lle el mecanismo de acción de β-arrestinas en la 
degradación de GRK2. Inicialmente, estudiamos 
el efecto en la degradación de GRK2 del mutan-
te β-arrestina-2 V54D, que no interacciona 
adecuadamente con Mdm2 (Wang. P, 2002; 
Wang, 2003) y de la mutación equivalente 
en β-arrestina-1 (V53D), en células HEK-
293 transitoriamente co-transfectadas con 
β2-AR y GRK2. Como muestra la ﬁ gura 11 A, 
la presencia de β-arrestina-1 V53D impide la 
degradación de GRK2 tanto en condiciones 
normales como de estimulación del receptor 
por isoproterenol. Sin embargo, para nuestra 
sorpresa, la expresión de β-arrestina-2 V54D 
sólo bloqueaba la degradación de GRK2 en 
respuesta a agonista, sin afectar a la degra-
dación basal de la quinasa (ﬁ g 11B). 
Figura 11: El mutante β-arrestina-1 V53D blo-
quea la degradación de GRK2 
A) La estabilidad de GRK2 en células HEK-293 
co-transfectadas transitoriamente con los plás-
midos de expresión de β2-AR y β-arrestina-1 
salvaje o mutante β-arrestina-1 V53D se deter-
minaron mediante experimentos de pulso y caza 
en presencia o ausencia de isoproterenol. Se 
muestran geles representativos de la proteína 
GRK2 marcada con 35S-metionina. 
B) Experimentos similares se llevaron a cabo 
para determinar la degradación de GRK2 en 
presencia de β-arrestina-2 salvaje y el mutante 
β-arrestina-2 V54D.
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Por tanto, mutaciones equivalentes en dos 
proteínas homólogas estructural y funcionalmen-
te daban lugar a efectos distintos. Las proteínas 
β-arrestina-1 V53D y β-arrestina-2 V54D tienen 
igualmente inhibidas sus capacidades tanto de 
interacción con el receptor fosforilado como de 
reclutamiento de actividades c-Src y ERK (Lut-
trell, 1999). Nuestros datos de co-inmunopreci-
pitación de Mdm2 con β-arrestina-2 V54D con-
ﬁ rman el defecto de asociación de este mutante 
con Mdm2 (datos no mostrados) (Wang, 2002). 
Sin embargo, Mdm2 es capaz de asociarse muy 
eﬁ cientemente a β-arrestina-1 V53D, hasta casi 
dos veces más que la proteína β-arrestina 1 no 
mutada (ﬁ g 12). Por tanto, β-arrestina-1 V53D 
y β-arrestina-2 V54D muestran una capacidad 
diferencial para asociarse a Mdm2 y modular la 
estabilidad de GRK2. Podemos especular que, 
en condiciones de estimulación de receptores, 
la degradación defectiva de GRK2 inducida por 
las mutaciones V53D y V54D podría estar rela-
cionada con el reclutamiento defectivo de c-Src 
y ERK por estos mutantes de β-arrestinas. Por 
el contrario, en condiciones de no estimulación 
de GPCRs, la asociación aberrante de Mdm2 a 
β-arrestina-1 V53D causaría el bloqueo de la de-
gradación de GRK2. En este contexto, β-arresti-
na-1 V53D actuaría como “dominante negativo” 
de las β-arrestinas endógenas en la degrada-
ción de GRK2, mientras que la capacidad de 
estas proteínas endógenas para reclutar regula-
damente Mdm2 sería suﬁ ciente para mantener 
la degradación basal de GRK2 en presencia de 
β-arrestina-2 V54D.
2.2.- GRK2 y β-arrestinas compiten por 
Mdm2 en el entorno del receptor.
Dado que la mayor asociación de 
Mdm2 a β-arrestina-1 V53D no se corre-
laciona con una mayor degradación de 
GRK2, sino al contrario, se sugería que 
estas proteínas no estarían presentes si-
multáneamente en el mismo complejo ma-
cromolecular en condiciones basales. Po-
dría, por tanto, establecerse una relación 
de competencia entre GRK2 y β-arresti-
na-1wt ó β-arrestina-2wt por Mdm2. Para 
conﬁ rmar esta hipótesis llevamos a cabo 
experimentos de co-inmunoprecipitación 
de GRK2 y Mdm2 en presencia de cantidades 
crecientes de β-arrestinas-1 o -2 (ﬁ g 13, panel A 
y B). Así, observamos que con la sobreexpresión 
creciente de β-arrestina-1 ó –2, la presencia de 
GRK2 en los complejos inmunoprecipitados de 
Mdm2 disminuye progresivamente. 
Asimismo, observamos que la expresión 
de β-arrestina-1 V53D es más efectiva en dis-
minuir la asociación de GRK2 con Mdm2 que la 
proteína nativa (ﬁ gura 14A). Dado que β-arres-
tina-2 V54D no se asocia a Mdm2, este mutan-
te no se espera que compita con GRK2 por la 
unión a Mdm2. Por tanto, el carácter “dominante 
negativo” de β-arrestina-1 V53D reside en su ha-
bilidad para retener o secuestrar Mdm2, limitan-
do la disponibilidad de la ligasa para GRK2. De 
acuerdo con este modelo, observamos que la 
sobreexpresión de Mdm2 reestablece la degra-
dación de GRK2 en presencia de β-arrestina-1 
V53D (ﬁ g 14B), probablemente como conse-
cuencia de la existencia de un exceso de ligasa 
no unida al mutante. Todos estos datos sugieren 
que β-arrestina sería importante como molécula 
adaptadora para situar a Mdm2 cerca de GRK2 
tras la estimulación de receptores, pero una vez 
localizada en las inmediaciones de los GPCRs 
es indispensable la liberación de Mdm2 de las 
β-arrestinas para la asociación de la ligasa a 
GRK2.
 Con objeto de conﬁ rmar la competen-
cia entre β-arrestina y GRK2 por la asociación 
a Mdm2 realizamos ensayos de interacción de 
proteínas “in vitro” con GRK2 recombinante y 
GST-Mdm2 en presencia o ausencia de β-arres-
tina puriﬁ cada. Estos ensayos muestran que 
GRK2 y Mdm2 pueden unirse de manera directa 
sin necesidad de adaptadores (ﬁ g 15A), siendo 
prescindibles para dicha interacción los 100 pri-
meros aminoácidos de Mdm2, que comprenden 
el dominio de unión a p53 responsable de in-
hibir la transactivación de este factor (datos no 
mostrados). Curiosamente, β-arrestinas interac-
Figura 12: Mdm2 se asocia más intensamente al mu-
tante β-arrestina-1 V53D que a la proteína salvaje.
La asociación de Mdm2 con las proteínas β-arrestinas-
1 salvaje y el mutante V53D se determinó mediante 
inmunoprecipitación de los lisados de células HEK-
293 co-transfectadas con las construcciones indica-
das con el anticuerpo anti-Mdm2 (SMP14) y posterior 
inmunodetección con anticuerpos anti-β-arrestinas.
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cionan directamente con la mitad C-terminal de 
la ligasa (región mínima aminoácidos 383-410) 
(ver esquema en Introducción, ﬁ g XII), por lo que 
la unión de GRK2 a Mdm2 podría modular la in-
teracción con β-arrestina y viceversa. De hecho, 
la adición de β-arrestina recombinante desplaza 
a GRK2 de GST-Mdm2 (ﬁ g 15B), en línea con los 
resultados obtenidos “in situ” anteriormente.
Estas observaciones refuerzan la idea de 
que GRK2, Mdm2 y β-arrestina no se encuen-
tran simultáneamente en el mismo complejo 
macromolecular. En este sentido, se ha descrito 
recientemente la existencia de complejos citosó-
licos β-arrestina/ Mdm2 en condiciones basales, 
en los que la actividad de la ligasa permanecería 
silente para determinados sustratos (Gurevich, 
2007). Todas estas observaciones sugieren que 
la estimulación de receptores no sólo aumenta la 
concentración local de Mdm2 asociada a β-arres-
tina en las proximidades del receptor activado, 
sino que además debe promover la transferen-
cia de la ligasa activa entre β-arrestinas y GRK2. 
En condiciones de no estimulación, GRK2 po-
dría interaccionar con 
un “pool” de Mdm2 
no unido a β-arres-
tinas que probable-
mente contribuiría a 
mantener el reciclaje 
basal de la quinasa. 
Si esta hipótesis es 
correcta, la ausencia 
de β-arrestinas favo-
recería la asociación 
de GRK2 y Mdm2. En 
efecto, experimentos 
de co-inmunoprecipi-
tación de la quinasa 
y la ligasa endóge-
nas revelan una ma-
yor asociación basal 
de estas proteínas en 
células MEFs que ca-
recen de β-arrestina 
1 y 2 comparado con 
células MEFs de tipo 
salvaje (ﬁ g 16A).
Sin embargo, a 
pesar de la mayor dis-
ponibilidad de Mdm2 
para interaccionar 
con GRK2 en células 
MEFs nulas para β-
arrestinas, la degra-
dación de GRK2 está 
sensiblemente diﬁ cul-
tada en estas células, 
como hemos demos-
trado anteriormente 
(ﬁ g 3). Es posible que 
el complemento celular de la ligasa en estas cé-
lulas sea insuﬁ ciente o funcionalmente defectivo 
para mantener una tasa normal de reciclaje en 
GRK2. En este sentido, parece detectarse una 
menor presencia de Mdm2 en los inmunoprecipi-
tados obtenidos a partir de células MEFs caren-
tes de β-arrestinas (ﬁ g 16 A). Alternativamente, 
la ausencia de β-arrestinas puede impedir otros 
procesos que contribuyen a la degradación de 
GRK2, independientemente de Mdm2. De he-
cho, β-arrestinas actúan como adaptadores 
de otras actividades ligasas distintas de Mdm2 
(Shenoy, 2001), que podrían modular la estabi-
lidad de GRK2. En coherencia con esta posibili-
dad, en células MEFs nulas para la ligasa Mdm2, 
en las que se observaba una reducción notable 
de la ubiquitilación y reciclaje de GRK2 (±80% de 
GRK2 remanente a las 2 horas de caza), la ex-
presión exógena de β-arrestina 1 restaura la de-
gradación de GRK2 (±40% de GRK2 remanente 
a las 2 horas de caza) (ﬁ g 16B).
Figura 13: La expresión de β-arrestina desplaza a GRK2 de su asociación con 
Mdm2 de manera dependiente de dosis. 
Las células HEK-293 co-transfectadas con GRK2 y Mdm2 en presencia de 
cantidades crecientes de β-arrestina-1 (panel A) o β-arrestina-2 (panel B), 
se lisaron para su posterior inmunoprecipitación con un anticuerpo anti-Mdm2 
(SMP14). Las proteínas Mdm2 y GRK2 presentes en los inmunocomplejos ob-
tenidos se analizaron mediante inmunodetección.
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Figura 14: El efecto inhibidor de β-arrestina-1 V53D en la degradación de GRK2 se rescata con la sobreexpresión de 
Mdm2.
A) Asociación de Mdm2 y GRK2 exógenas en presencia de β-arrestina-1 o del mutante β-arrestina-1 V53D transfec-
tadas en células HEK-293 obtenida tras la lisis e inmunoprecipitación.
B) Células HEK-293 transitoriamente co-transfectadas con GRK2 y β-arrestina-1 V53D en presencia y ausencia de 
Mdm2, se marcaron metabólicamente con 35S-metionina y posteriormente se analizó la degradación de GRK2 tal y 
como se detalla en Materiales y Métodos.
Figura 15: GRK2 y Mdm2 se asocian “in vitro” de forma 
directa. 
Estudio de la asociación Mdm2/ GRK2 mediante experi-
mentos “in vitro” donde la proteína GRK2 recombinante 
se incubó con la proteína puriﬁ cada GST-Mdm2 en au-
sencia (panel A) o en presencia de β-arrestina recom-
binante (panel B). La unión de GRK2 a Mdm2 se deter-
minó mediante inmunodetección de la quinasa asociada 
a GST-Mdm2 inmovilizada en la resina Glutation-S Se-
pharose tal y como se indica en Materiales y Métodos.
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En conjunto, podemos concluir que β-arres-
tinas desempeñan un papel central en la modu-
lación de la estabilidad de GRK2, facilitando la 
modiﬁ cación de la proteína por varias quinasas y 
coordinando la acción de varias ligasas, entre las 
cuales se halla Mdm2, en respuesta a la activa-
ción de diferentes receptores de membrana.
2.3.- La fosforilación de GRK2 por c-Src o ERK no 
modula la degradación dependiente de Mdm2.
La ubiquitilación es, en general, un paso 
muy regulado en el que frecuentemente la fos-
forilación de las proteínas sustrato constituye la 
señal de reconocimiento (fosfodegrones) de liga-
sas especíﬁ cas, o bien permite la redistribución 
del sustrato para su colocalización con la ligasa. 
Dado que la fosforilación de GRK2 por c-Src y 
ERK aumenta la degradación de GRK2 (Elorza, 
2000; Penela, 2001), nos planteamos analizar si 
estas modiﬁ caciones promovidas por la estimu-
lación de GPCRs constituían una señal de reco-
nocimiento para la ligasa Mdm2 o bien para otras 
ligasas reclutadas por β-arrestinas. Para ello, 
llevamos a cabo experimentos de asociación de 
Mdm2 y mutantes de GRK2 en residuos de fosfo-
rilación de c-Src y MAPK, que mimetizaban bien 
el estado permanentemente fosforilado de la qui-
nasa (GRK2-S670D, GRK2 Y2D), bien el estado 
no fosforilado (GRK2-S670A, GRK2-Y3F).
Tal y como se muestra en la ﬁ gura 17 A, 
Mdm2 no se asocia de modo signiﬁ cativamente 
diferente a ninguno de los mutantes de fosfori-
lación de GRK2 analizados, sugiriendo que la 
fosforilación de GRK2 no modiﬁ ca el reconoci-
miento de la proteína por Mdm2. Sin embargo, 
los mutantes de GRK2 defectivos en fosforila-
ción sí mostraban una menor tasa de degrada-
ción. Así, GRK2 Y13/86/92F tiene una vida me-
dia aproximadamente tres veces superior a la de 
GRK2 salvaje y no se modula por la estimulación 
de receptores GPCRs (Penela, 2001), mientras 
que GRK2 S670A presenta alteraciones en la de-
gradación en condiciones de estimulación de re-
ceptores (Elorza, 2003). Dado que Mdm2 parece 
unirse eﬁ cientemente a estos mutantes, analiza-
mos si la sobreexpresión de la ligasa tenía algún 
efecto en su patrón de degradación. Como se 
observa en la ﬁ gura 17 B, la presencia exógena 
de la ligasa aumenta la degradación de GRK2 
S670A y restaura la de GRK2 Y3F hasta niveles 
similares a los de GRK2 salvaje tras una hora de 
caza. Estos resultados sugieren que Mdm2 actúa 
en paralelo e independientemente de las casca-
das de fosforilación que modulan la estabilidad 
de GRK2.
En este contexto, β-arrestina tendría una 
doble implicación en la degradación de GRK2, 
y su función “proteolítica” dependiente de Mdm2 
podría desacoplarse de la dependiente de c-Src 
y ERK. Así, los mutantes de β-arrestina que in-
terﬁ rieran con una u otra función, tendrían efec-
tos parciales de bloqueo en el reciclaje de GRK2, 
mientras que aquellos mutantes que alteraran 
Figura 16: La ausencia de β-arrestina aumenta la asocia-
ción de GRK2 con Mdm2.
A) Células MEFs salvajes y MEFs que carecen de expre-
sión de β-arrestina1 y 2 se lisaron e inmunoprecipitaron 
con un anticuerpo anti-Mdm2 (SMP14). Se determinó la 
cantidad de GRK2 presente en el complejo de inmuno-
precipitación mediante inmunodetección con anticuerpos 
especíﬁ cos.
B) β-arrestina-1 también promueve la degradación de 
GRK2 por mecanismos independientes de Mdm2. La 
degradación de GRK2 exógena en presencia o ausencia 
de β-arrestina-1 sobreexpresada en células MEFs que 
carecen de Mdm2 se determinó mediante experimentos 
de pulso y caza. Se representa la media ± SEM de 4 ex-
perimentos independientes, *p<0.05. Se muestran geles 
representativos.
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Figura 17: Efecto del estado de fosforilación de GRK2 en la inte-
racción con Mdm2.
A) Lisados de células HEK-293 transfectadas transitoriamente con 
Mdm2 y GRK2 salvaje o con mutantes de GRK2 en sitios de fos-
forilación (GRK2-Y2D, GRK2-Y3F, GRK2-S670A y GRK2-S670D) 
se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-Mdm2 (SMP14) y la 
presencia de la proteína GRK2 se analizó mediante inmunodetec-
ción. Los datos representan la media ±SEM de 3-4 experimentos 
independientes.
B) Efecto de la expresión de Mdm2 sobre la degradación de mu-
tantes de fosforilación de GRK2. La degradación de GRK2 media-
da por Mdm2 es independiente del estado de fosforilación de la 
quinasa. La degradación de los mutantes GRK2 Y3F o S670A ex-
presados en células HEK-293 en presencia o ausencia de Mdm2 
se determinó mediante experimentos de pulso y caza. Los datos 
representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes 
(**p<0.01). Se muestran geles representativos.
Figura 18: La función adaptadora de β-arrestina en la degradación 
de GRK2 es parcialmente independiente de la asociación a Mdm2.
A) Células HEK-293 co-transfectadas con GRK2 y β-arrestina-1 
V53D en presencia o ausencia de un mutante constitutivamente ac-
tivo de Raf (Raf*) se marcaron con 35S-metionina y la estabilidad de 
GRK2 se determinó mediante ensayos de pulso y caza.
B) La asociación de Mdm2 a la proteína β-arrestina-1 salvaje y a 
los mutantes de fosforilación β-arrestina-1 S412A y β-arrestina-1 
S412D se determinó como en ﬁ guras anteriores, tras la co-transfec-
ción de las construcciones correspondientes en células HEK-293. 
Se representa la media ±SEM de 3-4 experimentos.
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ambas funciones adaptadoras promoverían un 
efecto más acusado. Este es el caso de la mu-
tación V53D de β-arrestina-1, que inhibe fuerte-
mente la degradación de GRK2 como resultado 
de su unión aberrante a Mdm2 y su incapacidad 
de reclutar a c-Src y ERK al complejo del receptor 
para facilitar la fosforilación de GRK2. En relación 
con este punto, hemos demostrado que la sobre-
expresión de Mdm2 permitía rescatar la falta de 
degradación de GRK2 inducida por la mutación 
V53D (ﬁ g 14B). De manera similar, observamos 
que la sobreexpresión de un mutante constitu-
tivamente activo de Raf (Raf*) también rescata, 
aunque sólo parcialmente, la degradación de 
GRK2 en presencia de β-arrestina-1 V53D, obte-
niéndose una vida media de GRK2 de tres horas 
frente a la de una hora en condiciones normales 
(Fig 18 A). Hemos demostrado con anterioridad 
que la expresión de Raf* promueve directamente 
la activación del módulo MEK/ ERK y la fosforila-
ción de GRK2, prescindiendo de la función adap-
tadora de β-arrestina en este proceso. GRK2 así 
modiﬁ cada es dirigida a degradación por el pro-
teasoma (Elorza, 2003). Por tanto, la proteolisis 
de GRK2 en presencia de β-arrestina-1 V53D y 
Raf* se debería a la degradación de GRK2 de-
pendiente de la fosforilación por MAPK.
Con objeto de conﬁ rmar estos resultados, 
estudiamos la capacidad de asociación de Mdm2 
a otros mutantes de β-arrestina, que 
también alteraban la degradación 
de GRK2. Así, habíamos descrito 
con anterioridad que la expresión 
del mutante de β-arrestina-1 S412D 
bloqueaba la degradación de GRK2 
en respuesta a estímulos de GPCRs 
(Penela, 2001), como consecuencia 
de su incapacidad para reclutar c-
Src y promover la fosforilación en 
tirosinas de GRK2. Por el contrario, 
β-arrestina S412A, que une eﬁ cientemente c-
Src, no tenía efecto en la degradación de GRK2. 
Como se observa en la ﬁ gura 18 B, Mdm2 se 
asocia de la misma manera a β-arrestina S412D 
y β-arrestina S412A, e igual que a la proteína 
de β-arrestina salvaje, indicando de nuevo que 
el componente de degradación de GRK2 depen-
diente de Mdm2 sería independiente de la capa-
cidad de β-arrestina de atraer a c-Src y de pro-
mover la fosforilación de la quinasa.
2.4.- Identiﬁ cación de ligasas implicadas en mo-
dular la estabilidad de GRK2 dependientes de 
fosforilación.
En resumen, y de acuerdo con los resulta-
dos anteriormente expuestos, podemos concluir 
que Mdm2 es una ligasa clave en la regulación 
de la estabilidad de GRK2, que actúa de mane-
ra independiente de las señales de fosforilación 
de GRK2 promovidas por c–Src y MAPK. Estas 
modiﬁ caciones de la quinasa dirigen la degrada-
ción de GRK2 en respuesta a estímulos de GP-
CRs, sumándose probablemente al componente 
de degradación dependiente de Mdm2. Es posi-
ble, por tanto, que las señales de fosforilación de 
Figura 19: La ligasa Hakai modula la de-
gradación de GRK2 de manera depen-
diente del estado de fosforilación de la 
quinasa.
A) Degradación de GRK2 en presencia 
de la ligasa de tipo RING ﬁ nger Cbl sal-
vaje y de un mutante constitutivamente 
activo, Cbl-70z3, en células HEK-293, 
determinada mediante experimentos de 
pulso y caza.
B) Células HEK-293 transitoriamente 
transfectadas con GRK2 salvaje o el mu-
tante GRK2-Y3F se marcaron con 35S-
metionina para estudiar la degradación 
de la quinasa en presencia o ausencia 
de la ligasa Hakai. Los datos represen-
tan la media ± SEM de 4 experimentos 
independientes (**p<0.01). Se muestran 
geles representativos.
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GRK2 atraigan a otras ligasas. En este sentido, 
β-arrestina se asocia a otras actividades ligasas 
distintas de Mdm2 (Shenoy, 2001), lo que ex-
plicaría que su sobreexpresión restaure la de-
gradación de GRK2 en células que carecen de 
Mdm2, tal y como hemos demostrado (ﬁ g 16B).
Con el ﬁ n de identiﬁ car potenciales liga-
sas que pudieran participar en la degradación 
de GRK2 dependiente de fosforilación, anali-
zamos el efecto de Hakai y Cbl (Fujita, 2002), 
ligasas conocidas que reconocen en sus sus-
tratos degrones fosforilados en tirosinas. La ex-
presión de Cbl salvaje o de un mutante de Cbl 
constitutivamente activo (Cbl 70z3) en células 
HEK-293 co-transfectadas con GRK2 no ejerce 
ningún efecto sobre la estabilidad de la quinasa 
(ﬁ g 19A). Sin embargo, como se muestra en la 
ﬁ gura 19B, la degradación de GRK2 se ve au-
mentada de manera signiﬁ cativa en presencia 
de Hakai (55±6% de GRK2 remanente tras una 
hora de caza y 30±7% en ausencia o en pre-
sencia de Hakai, respectivamente). El efecto de 
Hakai en la estabilidad de GRK2 es dependiente 
de la fosforilación en tirosinas de la proteína, ya 
que la ligasa no es capaz de aumentar la degra-
dación de GRK2 Y13/86/92 F, mutante que ca-
rece de los sitios de fosforilación por c-Src y que 
muestra una degradación muy retardada (76% 
de proteína remanente tras una hora de caza) 
(ﬁ g 19B).
3.- REGULACIÓN DE LA ESTABILIDAD 
DE GRK2 POR EL RECEPTOR DE IGF-1. 
3.1.- La estabilidad de GRK2 está regulada por 
la señalización de IGF-1.
En el apartado anterior hemos demostra-
do que GRK2 se ubiquitila y degrada de manera 
dependiente de Mdm2 y de la estimulación de 
GPCRs como el β2-AR, que promueve un rápido 
reciclaje de la quinasa a través de β-arrestinas, 
las cuales facilitan por un lado la interacción en-
tre GRK2 y Mdm2, y por otro lado la fosforilación 
de GRK2 y su reconocimiento por otras ligasas 
como Hakai.
Recientemente, se ha descrito que los 
complejos de β-arrestina y Mdm2 son también 
reclutados a las inmediaciones de otros recepto-
res activados distintos de los GPCRs, como es 
el caso del receptor de IGF-1 (Guirnita, 2005). 
Este reclutamiento de Mdm2 al IGF-1R promue-
ve la degradación de distintos sustratos, incluido 
el propio receptor. En base a estos anteceden-
tes, nos planteamos determinar si la activación 
del receptor de IGF-1 tenía algún efecto en la 
estabilidad de GRK2.
Así, analizamos la degradación de GRK2 
mediante experimentos de pulso y caza en cé-
lulas de carcinoma de mama MCF-7, que ex-
presan endógenamente el receptor IGF-1R. En 
condiciones basales la vida media de GRK2 en 
MCF-7 es similar a la que presenta la quinasa 
en otros tipos celulares (datos no mostrados). 
Dado que la estimulación con IGF-1 podría es-
tar enmascarada por los distintos componentes 
Figura 20: La estimulación del receptor de IGF-1 retrasa 
la degradación de GRK2
A) El recambio de GRK2 endógeno en células MCF-7 
en presencia de 50ng/ml de IGF-1 o placebo, se analizó 
tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Las pro-
teínas marcadas con 35S-metionina se inmunoprecipi-
taron con un anticuerpo especíﬁ co anti-GRK2 (C5/1.1). 
La densidad de las bandas de GRK2 marcada (35S-
GRK2) durante el periodo de pulso (0 horas) se consi-
deró como el 100%. Se representan las medias ±SEM 
de 4 experimentos. *p<0,05.
B) Las células HEK-293 se transfectaron con diferentes 
combinaciones de GRK2, Mdm2 y un mutante de Akt 
constitutivamente activo (Akt-myr). La tasa de degra-
dación de GRK2 se determinó mediante experimentos 
de pulso y caza. Los resultados mostrados proceden 
de la media ± SEM de tres experimentos independien-
tes. *p<0.05 y **p<0,01, comparando los datos control 
frente a los tratados con IGF-1 durante 0,5 y 2 horas, 
respectivamente.
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tróﬁ cos del medio de cultivo, las células se man-
tuvieron privadas de suero en los ensayos de de-
gradación, tras comprobar que estas condiciones 
no modiﬁ caban “per se” la estabilidad de GRK2 
durante los periodos de caza analizados.
Sorprendentemente, la degradación de 
GRK2 se atenuaba en condiciones de estimu-
lación de IGF-1 en comparación con las condi-
ciones control (ﬁ g 20A). Así, la disminución de 
los niveles de la proteína GRK2 en el periodo de 
caza de 30 minutos es de 2,3 veces en las célu-
las no tratadas, mientras que en las células esti-
muladas esta disminución es sólo de 1,3 veces. 
Estos datos podrían sugerir que la modulación 
por IGF-1 rinde complejos β-arrestina/ Mdm2 
no competentes en promover la degradación de 
GRK2. En este sentido, recientemente varios 
grupos han descrito que AKT es capaz de unirse 
a Mdm2, fosforilar a la ligasa y promover así su 
localización nuclear en respuesta a IGF-1 (Mayo. 
L, 2001, Feng, 2004). Así pues, planteamos la hi-
pótesis de que la fosforilación de Mdm2 por AKT 
en respuesta a IGF-1 podía estar impidiendo la 
degradación de GRK2.
Para veriﬁ car esta hipótesis realizamos ex-
perimentos de pulso y caza en células HEK-293 
transfectadas transitoriamente con GRK2, en 
presencia y en ausencia de Mdm2 y de un mu-
tante constitutivamente activo de AKT (AKTmyr). 
Como se aprecia en la ﬁ gura 20 B, la degradación 
de GRK2 se inhibe por la actividad de AKT, ob-
teniéndose valores del 74±8% de proteína GRK2 
remanente en presencia de AKTmyr comparado 
con 49±3% en condiciones control. Asimismo, la 
expresión del mutante de AKT causa un cambio 
dramático en la proteolisis promovida por Mdm2 
(63±15% de proteína GRK2 restante tras 1 hora 
de caza comparado con un 26±3% en presencia 
de Mdm2 con y sin AKTmyr, respectivamente) (ﬁ g 
20B). Esto sugería que la activación de AKT por 
IGF-1 previene el efecto de Mdm2 sobre GRK2, 
promoviendo la estabilización de la quinasa.
Figura 21: Los niveles de GRK2 aumentan progresivamente con la estimulación prolongada de los receptores de IGF-1.
A) La estimulación con IGF-1 induce la acumulación de GRK2 endógena de manera dependiente de PI3K. Células 
MCF7 se mantuvieron en ausencia de suero durante 12 horas y se estimularon con IGF-1 (50ng/ml) durante los tiempos 
indicados en presencia y ausencia del inhibidor de PI3K, LY294002 (10µM). Las células se sometieron a análisis por 
inmunoblot con los anticuerpos anti-GRK2, anti-Akt-pSer473, anti-Mdm2-pSer166 y anti-Mdm2. Las densidades de las 
bandas de GRK2 se normalizaron con los niveles de proteína actina y se expresaron como porcentaje del nivel de GRK2 
en condiciones de no estimulación (100%). Los datos son la media ± SEM de 5 experimentos independientes llevados a 
cabo por duplicado. *p<0.05, **p<0.01.
B) La regulación positiva que ejerce IGF-1 sobre los niveles de GRK2 se impide con la expresión de un mutante de 
Mdm2 incapaz de ser fosforilado por Akt. Células MCF7 transfectadas transitoriamente bien con la proteína Mdm2 sal-
vaje o bien con el mutante Mdm2-S166A-186A, se mantuvieron en condiciones libres de suero durante 12 horas y se 
estimularon con IGF-1 (50ng/ml) durante los tiempos indicados. Los niveles de expresión de GRK2, Akt-pSer473, Akt y 
actina se determinan por inmunodetección con anticuerpos especíﬁ cos. Los datos densitométricos y los porcentajes de 
los niveles de proteína GRK2 se calcularon de la misma manera que en el panel A. Se muestran geles representativos.
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3.2.- La regulación de la expresión de GRK2 por 
IGF-1 implica a la vía PI3K/ AKT/ Mdm2, debién-
dose exclusivamente a cambios en la degrada-
ción y no en la síntesis de la proteína GRK2.
 De acuerdo con los resultados anterio-
res, observamos que los niveles endógenos de 
la proteína GRK2 en células MCF-7 se incre-
mentan de manera progresiva tras el tratamien-
to con IGF-1 (ﬁ g 21A). El aumento de GRK2 es 
signiﬁ cativo a partir de las 4 horas de incubación 
con IGF-1 y alcanza a duplicar los valores ini-
ciales de expresión tras 24 horas de tratamien-
to. En paralelo a la acumulación de la proteína 
GRK2, IGF-1 promueve también la activación 
de AKT y la fosforilación de Mdm2 en los sitios 
descritos para AKT, tal y como detectamos con 
un anticuerpo especíﬁ co de Mdm2 fosforilada 
en la serina 166.
Es importante destacar que el pico de ac-
tivación de AKT es coincidente con el inicio de 
la fosforilación de Mdm2 y que estas modiﬁ ca-
ciones preceden los cambios en los niveles de 
GRK2. Todo ello sugería que la modiﬁ cación de 
Mdm2 por la vía de PI3K/AKT inducida por IGF-
1 de algún modo bloquea la función ligasa de 
Mdm2 sobre GRK2, estabilizando a la proteína. 
De acuerdo con esta hipótesis, observamos que 
la inhibición farmacológica de PI3K, a la vez que 
bloquea la activación de AKT y la fosforilación 
de Mdm2 (ﬁ g 21A), impide el incremento de los 
niveles de GRK2.
Con el ﬁ n de explorar si la fosforilación de 
Mdm2 por AKT es suﬁ ciente para prevenir la de-
gradación de GRK2 o se requieren eventos adi-
cionales dependientes de IGF-1 para este pro-
ceso, determinamos el efecto de la expresión de 
un mutante de Mdm2 incapaz de ser fosforilado 
por AKT (Mdm2 S166,186A) en los niveles de 
GRK2 endógenos en células MCF-7. En estas 
condiciones GRK2 no se acumula en respuesta 
a IGF-1, a pesar de que AKT se active igual que 
en células que sobreexpresan Mdm2 salvaje (ﬁ g 
21B). Por tanto, el estado de fosforilación de 
Mdm2 parece modular directamente la estabi-
lidad de la quinasa, bien diﬁ cultando la interac-
ción de ambas proteínas, bien modiﬁ cando la 
actividad ligasa de modo selectivo para GRK2. 
Para discriminar entre estas posibilidades se 
realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación 
de GRK2 y mutantes de Mdm2 defectivos en los 
sitios de fosforilación de AKT (S166A,186A) o 
que imitaban estas modiﬁ caciones (S166,186D). 
Como se demuestra en la ﬁ gura 22A, Mdm2-
S166A-186A presenta una mayor asociación a 
GRK2 comparado con Mdm2 salvaje, mientras 
que el mutante Mdm2-S166D-186D interaccio-
na muy pobremente con la quinasa. Esta aso-
ciación diferencial de Mdm2 fosforilada por AKT 
con GRK2 tendría como efecto inmediato la re-
ducción de la tasa de degradación de GRK2.
Con objeto de conﬁ rmar este punto y des-
cartar posibles alteraciones en la síntesis de la 
proteína GRK2 en el efecto observado de IGF-1 
sobre sus niveles, las células MCF-7 se trataron 
con IGF-1 en presencia del inhibidor de síntesis 
de proteínas, cicloheximida. En la ﬁ gura 
22 B se observa que la cantidad de GRK2 
Figura 22: La fosforilación de Mdm2 por 
AKT modula su asociación con GRK2.
A) Células HEK-293 se transfectaron con 
GRK2 y la proteína Mdm2 salvaje o con 
los mutantes de la ligasa en los sitos de 
fosforilación por Akt (Mdm2-S166A-168A 
o Mdm2-S166D-186D). La asociación 
entre Mdm2 y GRK2 se determinó tal y 
como se ha descrito en ﬁ guras anterio-
res. Los datos representan la media ± 
SEM de 4 experimentos independientes. 
***p<0.001 con respecto a la asociación 
de GRK2 con Mdm2 salvaje. Se muestran 
autorradiografías representativas.
B) Los niveles de proteína de GRK2 endó-
gena se determinaron por inmunodetec-
ción de lisados de células MCF7 estimu-
ladas o no con IGF-1 tanto en presencia 
como en ausencia de cicloheximida. Los 
datos proceden de la media ± SEM de 
tres experimentos independientes reali-
zados por triplicado. *p<0.05; ***p<0.001.
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en la célula disminuye progresivamente cuando 
se bloquea su síntesis como resultado de su pro-
teolisis basal, mientras que IGF-1 promueve la 
acumulación de GRK2 incluso en presencia de 
CHX.
Estos resultados indican claramente que la 
estabilización dependiente de IGF-1 no requie-
re de la síntesis de nueva proteína GRK2 ni de 
ningún factor previo. Por tanto, podemos concluir 
que la regulación de Mdm2 por AKT tiene conse-
cuencias directas en la unión de la ligasa a GRK2 
y en la estabilidad de la quinasa.
A continuación nos planteamos determinar 
si Mdm2 era, además de un factor suﬁ ciente para 
promover la estabilización de GRK2 por IGF-1, 
un factor necesario para que este proceso tuviera 
lugar. Así, analizamos en ﬁ broblastos embriona-
rios de ratón que carecen de Mdm2 (MEFs Mdm2 
ko) y en células no modiﬁ cadas genéticamente 
(MEFs wt), los niveles de GRK2 en presencia y 
ausencia de IGF-1. La ﬁ gura 23 A muestra que 
los niveles de GRK2 en las MEFs wt aumentan 
de modo similar a lo observado en células MCF-
7 en respuesta a IGF-1. Por el contrario, este 
efecto de acumulación de GRK2 no se induce en 
células carentes de Mdm2 (ﬁ g 23B), a pesar de 
que en estas células IGF-1 promueve eﬁ ciente-
mente la activación de PI3K/ AKT al igual que en 
las células control (datos no mostrados). Estos 
resultados demuestran claramente que la E3 li-
gasa Mdm2 es el factor clave en la regulación de 
la estabilidad de GRK2 por IGF-1.
3.3.- La regulación de GRK2 por la vía depen-
diente de PI3K/ AKT es clave en determinar la 
modulación de los niveles de expresión de GRK2 
por Mdm2 en células tumorales.
Hemos demostrado que los niveles de 
expresión de GRK2 en la línea tumoral de car-
cinoma de mama MCF-7 están modulados por 
IGF-1, a través de la fosforilación de Mdm2 por 
AKT. La señalización de IGF-1 juega un papel 
importante en la progresión tumoral del epitelio 
de mama, proporcionando señales proliferativas 
y de supervivencia en las células transformadas 
(Larsson, 2005). En este contexto, la regulación 
de GRK2 por IGF-1 descrita en MCF-7 podría 
describir un mecanismo común a distintas cé-
lulas transformadas de mama, así como a otras 
células tumorales con dependencia de vías de 
señalización conducentes a la activación de AKT. 
Por tanto, analizamos los niveles de GRK2 en 
las líneas tumorales de epitelio de mama MDA-
MB-468 y de melanoma, B16-F10A (ﬁ g 24 A y B), 
tras la estimulación de IGF-1. En ambos casos, 
el tratamiento inducía la acumulación de GRK2 
precedido por la activación de AKT.
Curiosamente, las células no transforma-
das MCF-10A también responden a la regulación 
de los niveles de GRK2 por IGF-1 (ﬁ g 24C). La 
estimulación de la línea epitelial MCF-10A con 
IGF-1 promovía la activación de AKT y la fosfo-
rilación de Mdm2 en paralelo a la acumulación 
de la proteína GRK2, recapitulando la secuencia 
de eventos descrita en MCF-7, sugiriendo así el 
mismo mecanismo de estabilización de la pro-
teína en diferentes tipos celulares. De hecho, la 
inhibición farmacológica de AKT con el compues-
to ML-9, en células MDA-MB468 y en MCF-10A 
impide el aumento de GRK2 tras la estimulación 
de IGF-1(ﬁ g 25 A y B). Además, la adición de ci-
cloheximida no bloquea el efecto de IGF-1 sobre 
los niveles de GRK2 en las células MCF-10A, 
indicando que la modulación de la quinasa en 
estas células es post-traduccional y altera la es-
tabilidad de la proteína (ﬁ g 25B).
Estos resultados sugieren que en contextos 
celulares de transformación maligna, en los que 
Figura 23: La regulación de los niveles de GRK2 por 
IGF-1 depende de la presencia de Mdm2.
MEFs salvajes (Panel A) y MEFs carentes de la proteína 
Mdm2 (panel B) se trataron con IGF-1 o su vehículo du-
rante los tiempos indicados. Los niveles endógenos de 
GRK2 se determinaron mediante inmunodetección con 
anticuerpos especíﬁ cos y se normalizaron con la expre-
sión de actina. Los datos son la media ± SEM de 4 expe-
rimentos independientes llevados a cabo por triplicado. 
*p<0.05, **p<0.01.
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Figura 24: La estimulación con IGF-1 induce la acumulación de la proteína GRK2 en diversas líneas celulares trans-
formadas y no transformadas. 
Células de epitelio de mama transformadas MDA-MB-486 (Panel A), la línea celular de melanoma B16F10 (panel B) 
y la línea de epitelio de mama no tumoral, MCF-10A (panel C) se mantuvieron en condiciones libres de suero durante 
12 horas y se estimularon con IGF-1 (50ng/ml) durante los tiempos indicados. Los lisados celulares se analizaron por 
inmnodetección con anticuerpos anti-GRK2, anti-Akt-pSer473, anti-AKT, anti-Mdm2-pSer166 y anti-actina. El patrón 
de activación de Akt, la fosforilación de Mdm2 y los niveles de la proteína GRK2 aumentan de una manera similar a la 
observada en las células MCF7
Las densidades de bandas de GRK2 se normalizaron con los niveles de proteína de actina y se expresaron en 
porcentaje de niveles de GRK2 respecto a las condiciones sin estimulación. Los datos son la media ± SEM de 4-5 
experimentos independientes realizados por duplicado. *p<0.05, **p<0.01 cuando se compara con condiciones sin 
estimulación.
Figura 25: La regulación de GRK2 por IGF-1 en células tumorales y 
no transformadas es dependiente de AKT y requiere cambios en la 
estabilidad de la proteína.
Las células MDA-MB468 (panel A) y las células MCF10A (panel B) 
se mantuvieron en condiciones libres de suero durante 12 horas y 
se estimularon con IGF-1 (50ng/ml) en presencia y ausencia del in-
hibidor de Akt ML9 (50µM) o del inhibidor de la síntesis de proteínas cicloheximida (18µM). Los lisados celulares se 
sometieron a análisis por inmunodetección con anticuerpos anti-GRK2, anti-Akt-pSer473, anti-Akt y anti-actina. Las 
densidades de las bandas de GRK2 se normalizaron con los niveles de proteína actina y se expresaron como porcen-
taje de los niveles de GRK2 detectados en condiciones sin estimular. Los datos son la media ± SEM de 5 experimentos 
independientes realizados por duplicado. *p<0.05, **p<0.01, cuando se comparan con condiciones de no estimulación. 
Se muestran geles representativos.
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frecuentemente AKT se halla activada y Mdm2 
fosforilada y localizada nuclearmente, los niveles 
de expresión de GRK2 estarían regulados al alza. 
En línea con esta hipótesis, observamos que los 
niveles de GRK2 en células mamarias transfor-
madas son mucho mayores que en células nor-
males (ﬁ g 26), así como la correlación positiva de 
estos niveles con el grado de activación de Akt 
de dichas células. Estas observaciones sugieren 
la posibilidad de que la expresión de GRK2 pue-
da ser en determinados contextos un indicador 
de la transformación neoplásica.
Con el ﬁ n de explorar esta posibilidad en un 
contexto ﬁ siopatológico, se procedió a analizar 
los niveles de expresión de GRK2 y el grado de 
activación de AKT en una población de muestras 
de 27 pacientes afectados de cáncer de mama. 
Para este estudio, realizado en colaboración con 
el servicio de Oncología del Hospital Universita-
rio La Paz, dirigido por el Dr. González Barón y 
con el Dr. David Hardisson del servicio de Ana-
tomía Patológica, se analizaron carcinomas de 
mama ductales inﬁ ltrantes con distintos grados 
de diferenciación. Como controles se analizaron 
12 muestras de tejido mamario no tumorales pro-
cedentes de los pacientes examinados. Aunque 
la expresión de GRK2 en la glándula mamaria 
de los individuos analizados exhibe en general 
cierto grado de variabilidad, se puede observar 
que los niveles detectados por “inmunoblot” son, 
en promedio, signiﬁ cativamente más bajos en las 
muestras control comparado con las muestras 
tumorales (ﬁ g 27A). Asimismo, la activación de 
AKT en las muestras no tumorales es casi imper-
ceptible, estando frecuentemente por debajo de 
los límites de detección de nuestras condiciones 
de ensayo (ﬁ g 27B). De las muestras tumorales 
analizadas un 40% muestra altos niveles de acti-
vación de AKT (muestras Akt positivas) mientras 
que el 60% muestra igual o menor activación de 
AKT (muestras Akt negativas y no cambio) que 
el valor promedio observado en las muestras no 
tumorales. Dentro de las muestras es posible 
estratiﬁ car la población en función del grado de 
expresión de GRK2 en términos de mayor, me-
nor o no cambio en comparación con el promedio 
observado en la población control. Así, en mues-
tras AKT positivas se observa que la distribución 
estratiﬁ cada por niveles de GRK2 es: Niveles al-
tos de GRK2 69%, niveles bajos de GRK2 18%. 
Sin embargo, en las muestras AKT negativas la 
distribución es: Niveles altos de GRK2 40%, ni-
veles bajos 65%. Estos datos indican una cierta 
correlación positiva entre el grado de activación 
de AKT y los niveles de la proteína GRK2 en co-
herencia con el eje regulador PI3K/ AKT/ Mdm2/ 
GRK2 que hemos descrito previamente en los 
sistemas celulares de epitelio transformado de 
mama. Es más, dentro de las muestras control 
existen dos pacientes con altos niveles de GRK2 
que se alejan del promedio de la población con-
trol y que, también muestran una alta activación 
de AKT.
  4.- REPERCUSIONES FUNCIONALES 
DE LAS VARIACIONES EN LOS NIVELES DE 
GRK2. 
En base a los resultados obtenidos has-
ta ahora, que muestran la regulación al alza de 
los niveles de GRK2 tras la activación de AKT 
en células de carcinoma de mama y en muestras 
de pacientes con carcinomas de mama positivos 
para la activación de AKT, nos planteamos deter-
minar si GRK2 era un simple marcador pasivo de 
la activación de AKT o un factor “activo” en los 
procesos de transformación celular causados por 
la sobreestimulación de la vía de PI3K/ AKT.
Esta vía se encuentra ampliﬁ cada en mu-
chos tipos de cáncer, como los de ovario, pán-
creas, mama o tiroides. La activación de AKT 
conﬁ ere propiedades oncogénicas ya que regula 
la progresión del ciclo celular, promueve la super-
vivencia, inhibe la apoptosis, y estimula la migra-
ción e invasividad celular mediante la secreción 
de metaloproteasas (Park, B. K, 2001; Thant, A., 
2000). La presencia de GRK2 podría cooperar 
con AKT en la regulación de estas funciones ce-
lulares o incluso mediar algunos de los efectos de 
AKT en las mismas. Por tanto, analizamos la ca-
pacidad proliferativa de las células, su movilidad 
y su migración invasiva tras manipular la expre-
Figura 26: Células transformadas de mama presentan 
mayores niveles de GRK2.
Células malignas transformadas (T), MDA-MB486 y 
MCF-7, y células no transformadas (N), MCF-10A y 
184B5 se lisaron y se determinaron los niveles de ex-
presión de GRK2, Akt-pSer473, Akt y actina, como se ha 
indicado anteriormente. Se muestran paneles represen-
tativos de 3 experimentos independientes.
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Figura 27: Análisis de los niveles de GRK2 y del estado de activación de AKT en muestras de pacientes con carcinoma 
de mama.
Las muestras de carcinoma ductal inﬁ ltrante de mama de pacientes procedentes del Hospital Universitario La Paz, así 
como de tejido normal de los mismos pacientes se procesaron como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles de 
proteína GRK2 y de fosforilación de AKT se determinaron con anticuerpos especíﬁ cos y los datos densitométricos obte-
nidos se normalizaron con los niveles de actina y AKT total, respectivamente. 
A y B) Se representan las medias de cada individuo procedentes de 4-5 determinaciones tomando como referencia los 
valores de una muestra control aleatoria. Se indica en cada población (control y tumoral) el valor promedio (—).
C) Representación estratiﬁ ca-
da de las muestras tumorales 
AKT positivas y negativas en 
relación al grado de expresión 
de GRK2, tomando como re-
ferencia el valor promedio de 
la población control. Se con-
sideran muestras positivas o 
negativas aquellas que diﬁ eren 
como mínimo en un 15% del 
valor promedio control tenien-
do en cuenta la desviación es-
tándar de la media.
D) Representación en histogra-
ma de los niveles de GRK2 an-
teriores correspondientes a las 
muestras tumorales, mostran-
do datos clínicos relevantes.
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sión de GRK2, bien aumentando sus niveles tran-
sitoriamente por transfección, bien disminuyén-
dolos con construcciones siRNA o por infección 
con adenovirus de siRNA GRK2, tanto en células 
transformadas HS578T, MCF-7 y BL16F10, como 
en células no transformadas MCF-10A.
4.1.- GRK2 participa en la migración celular de 
MCF-7 en respuesta a ﬁ bronectina.
La migración celular es un proceso comple-
jo que requiere coordinar cambios en el citoes-
queleto de la célula (necesarios para generar las 
fuerzas de tracción precisas para la locomoción), 
con los estímulos extracelulares pro-migratorios, 
transmitidos al interior celular por distintos re-
ceptores de membrana, entre los que destacan 
GPCRs y receptores con actividad quinasa. Las 
interacciones de receptores de integrinas y sus 
ligandos de la matriz extracelular no sólo son im-
portantes en la adhesión de las células al sus-
trato, determinando la movilidad de las mismas, 
sino también en proporcionar rutas de migración 
actuando como guías (revisado en Guo, 2004). 
Este papel es crítico en el proceso de invasión 
de las células tumorales, que deben degradar la 
lámina basal y la matriz extracelular del tejido de 
origen y reconocer determinados componentes 
de la matriz extracelular como soporte físico para 
la locomoción. En este contexto, la ﬁ bronectina 
desempeña un papel importante en la progresión 
tumoral. Esta glicoproteína puede presentarse 
como molécula soluble o ﬁ bronectina plasmática, 
resultado de la acción de la proteasa plasmina, 
o como componente de la matriz extracelular en 
su forma no proteolizada. Una característica co-
mún a numerosos tumores es el aumento de la 
actividad del sistema UPAR/ plasmina y la mayor 
presencia de ﬁ bronectina plasmática (Kaspar, 
2005). Asimismo, numerosas células transforma-
das con potencial invasivo expresan receptores 
especíﬁ cos para este tipo de ﬁ bronectina (Gag-
gioli, 2007). Por tanto, caracterizamos el papel 
de GRK2 en la respuesta migratoria a ﬁ bronec-
tina de las células de epitelio de mama transfor-
madas MCF-7.
Las células se transfectaron de mane-
ra transitoria con un plásmido de expresión de 
GRK2 o con una construcción de siRNA especíﬁ -
ca, y se seleccionaron con el método “dynabeads” 
(ver Materiales y Métodos) para enriquecer la 
proporción de células transfectadas. El aumento 
de expresión de GRK2 en células MCF-7 cau-
sa una mayor migración a ﬁ bronectina (ﬁ g 28A). 
Por el contrario, la inhibición de la expresión de 
la quinasa provoca una fuerte disminución de la 
migración en comparación con las células control 
que han sido transfectadas con un plásmido va-
cío (pcDNA3) (ﬁ g 28A).
Estos resultados sugerían una correlación 
positiva entre los niveles de GRK2 y la motilidad 
celular. Con el ﬁ n de generalizar esta correlación, 
analizamos si la presencia de GRK2 regulaba la 
migración en células normalmente con escasa 
motilidad como la línea celular no transformada 
MCF-10A, que posee además bajos niveles de 
expresión de GRK2. Como se observa en la ﬁ gu-
ra 28 B, la sobreexpresión de la quinasa estimula 
el fenotipo migratorio de estas células a señales 
de ﬁ bronectina. En este caso, el número de célu-
Figura 28: Los niveles de GRK2 
afectan a la capacidad de mi-
gración de células MCF-7 y 
MCF10A en respuesta a ﬁ bro-
nectina.
Se realizaron experimentos de 
migración quimiotáctica en re-
puesta a ﬁ bronectina en célu-
las MCF7 (panel A) y MCF10A 
(panel B) transfectadas con el 
vector de expresión de GRK2, 
el vector de expresión de la 
construcción siRNA de GRK2 
o el vector vacío en combina-
ción con el vector de CD-8 y 
seleccionadas por el método 
dynabeads, tal y como se indi-
ca en Materiales y Métodos. Se 
representan las medias ±SEM 
de 3-4 experimentos realizados 
por duplicado.
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las MCF-10A que migran al aumentar los nive-
les de GRK2 es similar al número de células en 
migración registradas para MCF-7 (MCF-7=44; 
MCF-10A + GRK2=47,4, promedio de células 
que migran por campo en ambos casos). Por 
tanto, estos resultados sugieren que potencia-
les señales oncogénicas que converjan en la 
activación de AKT, aumentarían los niveles de 
GRK2 en células epiteliales normales y este au-
mento facilitaría la migración celular en un con-
texto tumoral.
4.2.- La respuesta migratoria de células epitelia-
les de mama transformadas se ve afectada por 
variaciones en los niveles de GRK2 en respues-
ta a distintas señales que estimulan la actividad 
de AKT.
 La migración aberrante de las células 
cancerosas responde a gradientes quimiotác-
ticos diversos que estimulan la evasión de las 
mismas del foco tumoral primario. Algunas de 
estas señales quimiotácticas, como S1P e IGF-1, 
proceden con frecuencia del estroma “reactivo” 
al tumor, producidas por ﬁ broblastos y células 
del sistema inmune (Milstien, 2006). Tanto S1P 
como IGF-1 son los factores que regulan no sólo 
la migración de las células epiteliales de mama, 
sino también su proliferación y supervivencia. 
Estas señales conﬂ uyen en la activación de 
AKT, lo cual desencadenaría la acumulación de 
GRK2 y la potenciación de la migración celular. 
Por tanto, quisimos determinar si la migración 
mediada por este tipo de estímulos estaba mo-
dulada por los niveles de expresión de GRK2. 
 En la ﬁ gura 29 A se muestra que el au-
mento en los niveles de GRK2 en células MCF-7 
transitoriamente transfectadas induce una mayor 
migración frente a los estímulos de S1P e IGF-1. 
De nuevo, y de forma similar a lo observado en 
la migración dependiente de ﬁ bronectina, la pre-
sencia de un RNA de interferencia especíﬁ co de 
GRK2 atenúa la respuesta migratoria de MCF-7 
a estas señales solubles, reduciéndose un 50% 
en comparación con las células control.
Asimismo, la regulación dependiente de 
GRK2 de la migración a señales quimiotácti-
cas también se extiende a otros tipos celulares 
transformados de epitelio de mama con un gra-
do de diferenciación distinto al de MCF-7, tal y 
como observamos en la línea celular Hs578T, 
derivada de un carcinoma ductal inﬁ ltrante poco 
diferenciado. Tras la infección de estas células 
con el vector adenoviral siRNA de GRK2, la mi-
gración en respuesta a IGF-1 y a S1P se inhibe 
fuertemente, alcanzando un 55,5% de inhibición 
de la respuesta migratoria normal a IGF-1 y un 
74% con S1P, mientras que las células con el 
Figura 29: Modulación por GRK2 de la migración inducida por distintas señales quimiotácticas difusibles.
Las células MCF7 (panel A) transitoriamente transfectadas con un vector vacío, el vector de expresión de GRK2 o la 
construcción de siRNA-GRK2, se seleccionaron como anteriormente para ensayos de migración quimiotáctica a las 
señales indicadas. Similares ensayos se llevaron a cabo en las células Hs578T (panel B) infectadas o no con el ade-
novirus control y la construcción de siRNA-GRK2 a MOI 100. Se representan las medias ±SEM de 3-4 experimentos 
realizados por duplicado, donde *p< 0,05 y **p<0,01, cuando se comparan con los controles de transfección del vector 
vacío o con las células infectadas con el Adcontrol (Hs578T), no diﬁ riendo la motilidad de éstas últimas respecto a las 
células sin infectar.
RESULTADOS
 61
adenovirus control no muestran 
alteraciones en la motilidad 
comparado con las células sin 
tratar (ﬁ g 29B).
En base a estos resulta-
dos podemos concluir que los 
niveles de GRK2 son críticos en 
la migración de las células de 
epitelio de mama en respuesta 
a determinados estímulos impli-
cados en la progresión tumoral. 
En este contexto, los ligandos de la familia de los 
receptores ErbB son especialmente relevantes 
en el desarrollo de tumores de mama. El proto-
oncogen ErbB2 se halla sobreexpresado en cer-
ca del 30% de este tipo de tumores. Dado que la 
estimulación de estos receptores es una potente 
señal para la inducción de la motilidad y supervi-
vencia celulares, constituyendo su presencia un 
marcador pronóstico de la malignidad del tumor 
y de su capacidad metastática (McKeage, 2002; 
Press, 1993; Slamon, 1987), analizamos si la 
expresión de GRK2 modulaba la respuesta qui-
miotáctica inducida por estos receptores. Ya que 
no se ha identiﬁ cado un ligando especíﬁ co para 
ErbB2, las células MCF-7 se estimularon con he-
regulina, que promueve la heterodimerización de 
los receptores ErbB2 con los receptores ErbB3 y 
ErbB4, y su activación (Carpenter, 2003). Como 
se aprecia en la ﬁ gura 29 A, la sobreexpresión 
de GRK2 aumenta notablemente la migración de 
células MCF-7 a heregulina. Estos resultados re-
fuerzan la implicación funcional de esta quinasa 
en el desarrollo y/ o adquisición de las caracterís-
ticas tumorales de las células transformadas.
4.3.- GRK2 potencia la capacidad invasiva de di-
versas células tumorales de mama con distintos 
grados de transformación.
 Como ya hemos mencionado, una de las 
características claves de la progresión tumoral 
Figura 30: La capacidad de invadir 
matrigel en células MCF7 está mo-
dulada por los niveles de GRK2.
A) Las células transfectadas en las 
mismas condiciones mencionadas 
anteriormente se utilizaron para rea-
lizar experimentos de invasión en 
matrigel en respuesta a 20% suero, 
tal y como se detalla en Materiales 
y Métodos. Se muestran campos re-
presentativos de las células que in-
vaden teñidas con Dapi, tal y como 
se detalla en Materiales y Métodos.
B) Las células MCF7 sin infectar e infectadas con el 
adenovirus control o con la construcción siRNA-GRK2 
a MOI 100 se emplearon para realizar experimentos de 
invasión en matrigel en respuesta a los estímulos indi-
cados.
Se representan las medias ±SEM de 3-4 experimen-
tos realizados por duplicado donde *p<0,05 **p<0,01 y 
***p<0,001, comparando con los controles de transfec-
ción de vector vacío o con los de células infectadas con 
el adenovirus control. Se muestran autorradiografías re-
presentativas de los cambios incluidos en los niveles de 
GRK2.
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es la habilidad de metastatizar o invadir otros 
tejidos para lo cual las células transformadas 
adquieren la capacidad de degradar la lámina 
basal y la matriz extracelular a través de la cual 
migran en respuesta a gradientes quimiotácti-
cos. Dado que GRK2 modulaba la migración a 
estos gradientes, nos planteamos determinar si 
la presencia de GRK2 tenía también algún efec-
to en la capacidad de invasión de las células de 
epitelio de mama estimuladas por señales qui-
miotácticas relevantes en los tumores de mama. 
Así, los niveles de GRK2 se modiﬁ caron en la 
línea celular poco invasiva MCF-7, transfec-
tando como ya se ha descrito con el vector de 
expresión de la quinasa o con la construcción 
siRNA-GRK2, y se analizó la respuesta invasi-
va de estas células a estímulos presentes en el 
suero mediante ensayos de invasión a matrigel 
(ﬁ g 30A). Estos ensayos simulan en cierta medi-
da las condiciones de invasión “in vivo”, ya que 
el matrigel, matriz extracelular obtenida a partir 
de tumores aislados de ratón y compuesta por 
laminina, colágenoIV y factores de crecimiento 
entre otros (Albini. A, 2004), mimetiza la lámina 
basal de los tejidos.
En estas condiciones experimentales se 
observa una clara correlación entre los niveles 
de expresión de GRK2 y la invasividad celular. 
Así, la sobreexpresión de la quinasa promueve 
un 75% más de invasión respecto a las células 
control, mientras que la disminución de GRK2 
reduce un 50% la capacidad de invasión de 
células MCF-7 en respuesta a suero (ﬁ g 30A). 
De modo similar, la invasión del matrigel en res-
puesta a IGF-1, S1P y heregulina también se 
inhibe apreciablemente (más del 60%) al blo-
quear la expresión de GRK2 en células MCF-7 
(ﬁ g. 30B).
La siguiente cuestión fue determinar si los 
efectos de GRK2 en la capacidad de invasión 
eran extensibles también a líneas celulares con 
un fenotipo acusadamente invasivo. Para ello, 
utilizamos las células de mama HS578T y cé-
lulas de melanoma B16F10, capaces de inducir 
tumores en ratones “nude” y metastatizar, así 
como de penetrar matrices de colágeno con alta 
eﬁ ciencia en respuesta a suero (Lacroix, 2004). 
Como se observa en la ﬁ gura 31, la disminución 
de los niveles de GRK2, mediante infección con 
el vector adenoviral siRNA-GRK2, promueve una 
muy notable reducción en la capacidad de inva-
sión a matrigel de células Hs578T y B16F10.
Figura 31: Los niveles de GRK2 afectan a la capacidad invasiva de líneas celulares procedentes de tumores metas-
táticos.
Las células de carcinoma de mama Hs578T (panel A) y el melanoma B16F10 (panel B) sin infectar e infectadas con 
el adenovirus control o con la construcción siRNA-GRK2 a MOI 100 se utilizaron para ensayos de invasión en matrigel 
en respuesta a suero, tal y como se indica en Materiales y Métodos. *p<0,05, **p<0,01. La reducción de los niveles 
de GRK2 se conﬁ rmó mediante inmunodetección. Se muestran campos representativos de las células que invaden 
teñidas con Dapi, tal y como se detalla en Materiales y Métodos.
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 Este conjunto de resultados pone de ma-
niﬁ esto por primera vez que GRK2 es una molé-
cula clave en la modulación de la migración y la 
invasión tumoral a diferentes estímulos que se-
ñalizan a través de receptores de membrana de 
naturaleza muy diversa. Esto sugiere, además, 
que GRK2 debe desempeñar un papel funcional 
básico y general en el proceso de migración e 
invasión. En línea con este concepto, la regula-
ción de la invasividad por GRK2 se observa no 
sólo en líneas tumorales de muy diferente origen, 
como carcinomas de mama y melanomas, sino 
también en células no transformadas. Por tanto, 
GRK2 debe modular actividades fundamentales 
en migración, relacionadas quizás con cambios 
del citoesqueleto, la adhesión y/o la integración 
de señales migratorias difusibles en estos proce-
sos. 
 En este contexto, la regulación de los ni-
veles de expresión de GRK2 por AKT representa-
ría un mecanismo clave por el cual las células ad-
quirirían un mayor potencial migratorio y tendrían 
facilitado el proceso de transformación tumoral. 
Así, células con altos niveles de GRK2 podrían 
presentar y adquirir un fenotipo transformado. En 
efecto, el análisis de los niveles endógenos de 
GRK2 en varias líneas celulares muestra que cé-
lulas no transformadas y con reducida motilidad 
como MCF-10A y 184B5 expresan menores nive-
les de GRK2 que células transformadas y mótiles 
como MCF-7 o MDA-MB-468 (ﬁ g 26).
4.4.-Los niveles de GRK2 afectan a la tasa de 
proliferación celular.
Otra de las funciones de AKT en diversos 
tipos de tumores anteriormente mencionada es 
su participación en procesos de supervivencia 
celular, promoviendo mecanismos de escapada 
de apoptosis y la proliferación celular. Dado que 
GRK2 está sujeto a la regulación al alza mediada 
por AKT, nos preguntamos si GRK2 podía estar 
modulando, además de la migración/ invasión 
de células del epitelio de mama, procesos como 
la proliferación celular. Para ello, analizamos la 
tasa de crecimiento en respuesta a suero de cé-
lulas MCF-7 tratadas con un adenovirus control 
o con la construcción viral del siRNA de GRK2 
tras 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo. La ﬁ gura 
32 muestra que la disminución de los niveles de 
GRK2 afecta a la capacidad proliferativa de las 
células a partir de las 72 horas. En el intervalo de 
tiempo de 72 a 96 horas, las células que han sido 
infectadas con el adenovirus de siRNA-GRK2 
muestran un menor crecimiento (163,5±36% y 
167±33% de proliferación a las 72 y 96 horas, 
respectivamente, comparado con 24h) que las 
células control (253±34% de proliferación a las 
72 horas y 331±60% a las 96 horas) (Fig 32).
Figura 32: Efecto de los nive-
les de GRK2 en la proliferación 
celular. 
Las células MCF-7 se infecta-
ron tal y como se ha indicado 
anteriormente con el vector 
adenoviral de la construcción 
siRNA de GRK2 o con el ade-
novirus control. La proliferación 
celular se determinó por el mé-
todo CellTiter 96® AQueous 
(Promega) en placas multipoci-
llo-96 a los tiempos indicados. 
Se muestran las medias ±SEM 
de 4 experimentos realizados 
por cuadriplicado. *p<0,05 y 
**p<0,01.
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5.- MDM2 COMO SUSTRATO DE FOS-
FORILACIÓN DE GRK2.
5.1.- GRK2 fosforila a Mdm2.
 GRK2 puede modular numerosas vías 
de señalización implicadas en la migración ce-
lular y la proliferación mediante la desensibiliza-
ción de receptores acoplados a proteínas G, así 
como de receptores tirosina quinasa, y la regu-
lación de otras proteínas señalizadoras. En este 
sentido, se han caracterizado recientemente 
diversos sustratos de GRK2 como fosducinas, 
Dream/calsenilina (Ruiz-Gómez, 2000), ezrina 
(Cant, 2005) y p38 (Peregrín, 2006), que no 
son proteínas receptores, y que expanden las 
capacidades funcionales de esta quinasa. Con 
el ﬁ n de identiﬁ car nuevos sustratos de GRK2 
que pudieran relacionarse funcionalmente con 
la acumulación de la proteína en contextos de 
señalización pro-oncogénica, analizamos po-
sibles candidatos en el interactoma de GRK2. 
Curiosamente, la ligasa Mdm2 ha sido implicada 
recientemente en conferir invasividad cuando se 
sobreexpresa en células de epitelio de mama 
(Yang, 2006) así como en la regulación del ciclo 
celular y la proliferación (Argentini, 2000; Levav-
Cohen, 2005). Dada la interacción directa de 
Mdm2 y GRK2 y el papel positivo de ambas en 
la modulación de la migración/ invasión y la pro-
liferación celular, nos planteamos determinar si 
Mdm2 podría ser un nuevo sustrato de GRK2.
 Para ello se realizaron ensayos de fos-
forilación “in vitro” con GRK2 recombinante y 
GST-Mdm2 puriﬁ cada. Como se muestra en la 
ﬁ gura 33, la proteína GST-Mdm2 se fosforila por 
GRK2 de modo especíﬁ co, ya que la adición de 
heparina, inhibidor de la actividad catalítica de 
GRK2, disminuye drásticamente la autofosfori-
lación de la quinasa y la fosforilación de GST-
Figura 34: Estudio del curso temporal y cinética de la 
fosforilación de Mdm2 catalizada por GRK2.
A) Representación gráﬁ ca del curso temporal de la fos-
forilación de GST-Mdm2 salvaje (wt) y GST-Mdm2 100-
491 por GRK2 recombinante. 
Figura 33: GRK2 fosforila a Mdm2 “ in vitro”.
La proteína GRK2 recombinante y las proteínas GST 
y GST-Mdm2 puriﬁ cadas se incubaron en condicio-
nes de fosforilación con 32P-ATP durante 30 minutos 
en presencia y ausencia de heparina, tal y como se 
indica en Materiales y Métodos. Las proteínas se 
resolvieron en geles de acrilamida SDS-PAGE. Se 
muestra una autorradiografía representativa.
B) Representación de Michaelis-Menten en el que el 
eje de las X muestra el inverso de la concentración del 
sustrato y el eje de las Y el inverso de la velocidad de la 
reacción. (Ver Materiales y Métodos).
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Mdm2. La fosforilación de Mdm2 no es un arte-
facto de la preparación de la proteína de fusión 
ya que depende únicamente de la presencia de 
GRK2. Además, GRK2 no fosforila a la proteína 
GST sola, indicando que el sitio o sitios de fosfo-
rilación residen en Mdm2. Dichos residuos pare-
cen estar localizados entre los aminoácidos 100-
491, ya que la eliminación de los 100 primeros 
residuos que comprenden el sitio de unión a p53, 
no impide la fosforilación (ver ﬁ gura 34).
La caracterización cinética de la fosfori-
lación de Mdm2 por GRK2 demuestra que este 
proceso es rápido y saturable a partir de los 10-
15 minutos, tanto para la proteína Mdm2 salvaje 
como para la forma truncada. GRK2 fosforila a 
Mdm2 con alta aﬁ nidad, (Km= 80,43nM) máxime 
teniendo en cuenta que el sustrato es una proteí-
na de fusión, y con una Vmax= 0,09 pmol/min (ﬁ g 
34), tal y como se inﬁ ere de la representación de 
los inversos de la velocidad de la reacción frente 
al inverso de la concentración de sustrato. Estos 
resultados sugieren que la interacción de GRK2 
y Mdm2 puede tener simultáneamente conse-
cuencias para la estabilidad de la quinasa y para 
la funcionalidad de la ligasa, con posibles reper-
cusiones en procesos celulares de la migración 
o la proliferación. La fosforilación de Mdm2 por 
GRK2 abre nuevas posibilidades de regulación 
de esta oncoproteína que serán objeto de estu-
dio en el futuro.
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1.- Mdm2 desempeña un papel clave en 
la degradación de GRK2.
La oncoproteína Mdm2 es una E3-ubi-quitina ligasa bien caracterizada por 
su función reguladora de la estabilidad 
y de la actividad transcripcional de p53 (Bond, 
2005; Yang, 2004). Las funciones celulares de 
Mdm2 se han ido ampliando conforme a la iden-
tiﬁ cación de nuevas proteínas de interacción, las 
cuales son críticas bien en la regulación de la 
ligasa, bien en el papel efector de la misma ac-
tuando como sustratos susceptibles de ubiquitila-
ción (Iwakuma, 2003; Jin, 2003; Lin, 2002; Pan, 
2003; Uchida, 2005). En esta memoria hemos 
identiﬁ cado a GRK2 como un nuevo sustrato de 
la ligasa Mdm2.
Los resultados presentados demuestran la 
importancia de Mdm2 en los procesos de ubiqui-
tilación y degradación de GRK2 (ver modelo en 
ﬁ g D-1). En primer lugar, ambas proteínas endó-
genas pueden encontrarse en el mismo comple-
jo macromolecular en condiciones basales, tal y 
como se ha demostrado mediante experimentos 
de co-inmunoprecipitación. Además, el hecho 
de que la estimulación del receptor β2-adrenér-
gico aumente la asociación transitoria de GRK2 
y Mdm2 endógenas, sugiere que es un proceso 
especíﬁ co y modulable. En segundo lugar, la so-
breexpresión de Mdm2 mediante transfección 
transitoria incrementa la ubiquitilación “in situ” 
de GRK2 tanto en condiciones basales como de 
estimulación, y rescata la degradación defectiva 
del mutante inactivo GRK2-K220R hasta alcan-
zar valores similares a los de la quinasa salvaje. 
Por último, Mdm2 parece ser clave en la degra-
dación de GRK2 inducida por agonista, ya que 
la ubiquitilación y degradación de la quinasa se 
ven impedidas en células MEFs que carecen de 
Mdm2 comparadas con las células MEFs salva-
jes, mientras que estas deﬁ ciencias en el recicla-
je de GRK2 se pueden revertir con la reintroduc-
ción de Mdm2 exógena . 
Anteriormente se había demostrado la ubi-
quitilación dependiente de Mdm2 de diferentes 
moléculas en respuesta a la estimulación de re-
ceptores de membrana (Girnita, 2005; Shenoy, 
2001), así como el requerimiento de β-arrestina 
para el reclutamiento de la ligasa en el contexto 
molecular del receptor activado. Tanto β-arres-
tina-1 como β-arrestina-2 son capaces de unir 
Mdm2 y por lo tanto de situar la ligasa en las 
inmediaciones del receptor tras su estimulación 
(Wang, 2003). En esta memoria hemos presenta-
do datos que demuestran que β-arrestina-1 par-
ticipa activamente en la degradación de GRK2, 
facilitando la asociación GRK2/ Mdm2 promovida 
por la estimulación con el agonista isoproterenol. 
Además, la ausencia de β-arrestinas 1 y  2 en 
células MEFs modiﬁ cadas genéticamente dismi-
nuye drásticamente el patrón de ubiquitilación de 
GRK2, conﬁ rmando la necesidad de un adecua-
do reclutamiento de Mdm2 al complejo del recep-
tor activado, donde sucedería la ubiquitilación de 
sustratos de manera dependiente de β-arrestina.
Song y colaboradores (2006) determina-
ron que todas las arrestinas son capaces de unir 
Mdm2 y que la aﬁ nidad de estas interacciones 
Figura D-1: Modelo de implicación de Mdm2 en la degra-
dación de GRK2 por la vía del proteasoma.
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vendría determinada por la conformación de 
las mismas. Así, Mdm2 une preferentemente β-
arrestinas en su conformación basal y libre de 
la asociación con receptores, mientras que la 
unión de β-arrestina al receptor activado debi-
lita la interacción entre Mdm2 y β-arrestina, lo 
cual permite que la ligasa quede disponible para 
modiﬁ car diversos sustratos (Song, 2006). De 
acuerdo con este escenario, nuestros datos in-
dican que la función adaptadora de β-arrestina 
en la ubiquitilación y degradación de GRK2 de-
pendiente de Mdm2 sólo es posible si la asocia-
ción de Mdm2 a β-arrestina está dinámicamente 
regulada y compartimentalizada. En efecto, una 
excesiva avidez de β-arrestina por Mdm2, tal y 
como se observa con el mutante β-arrestina-1 
V53D, impide la correcta ubiquitilación y degra-
dación de GRK2 por la ligasa.
La distribución citosólica de Mdm2 está re-
gulada por diversas modiﬁ caciones post-traduc-
cionales y por la interacción con múltiples proteí-
nas. Así, β-arrestina-2 promueve la distribución 
citosólica de Mdm2 (Wang, 2003), mientras que 
β-arrestina-1 cooperaría junto con β-arrestina-2 
en el mantenimiento de una subpoblación cito-
sólica de Mdm2 accesible para diversos sustra-
tos de la ligasa (como GRK2) en respuesta a 
distintos estímulos. Hemos demostrado que al-
teraciones en la distribución subcelular de Mdm2 
tienen consecuencias directas en la estabilidad 
de GRK2. Así, el tratamiento con LMB, que blo-
quea el tráﬁ co núcleo- citoplasmático y promue-
ve la retención nuclear de Mdm2 y β-arrestina-2 
(Scott, 2002; Wang, 2003), disminuye la degra-
dación de la quinasa y aumenta los niveles en-
dógenos de la proteína.
Se ha descrito que Mdm2 mono-ubiquitila 
a p53 en múltiples lisinas, mientras que su poli-
ubiquitilación requiere la asociación de la ligasa 
con el cofactor transcripcional P300, que actúa 
en este contexto como un factor E4 favorecien-
do la procesividad de la ubiquitilación (Lai, 2001, 
Grossman, 2003). Aunque sería necesario ana-
lizar con más detalle el mapa de ubiquitilación 
de GRK2, nuestros datos indican que las lisi-
nas 19, 21, 30 y 31 son residuos críticos tanto 
para la mono- como para la poli-ubiquitilación de 
GRK2 promovidas por Mdm2. Sin embargo, no 
podemos descartar que la mono-ubiquitilación 
de varias lisinas dependiente de Mdm2 actúe 
como cebador para la poli-ubiquitilación por una 
ligasa secundaria.
2.- Existen otras vías independientes 
de Mdm2 que modulan la degradación de 
GRK2.
A pesar de que Mdm2 desempeña una 
función clave en la regulación de la estabilidad 
de GRK2, existen otras actividades E3 ligasas 
que podrían modular los niveles de GRK2. β-
arrestina es capaz de reclutar otras E3 ligasas 
además de Mdm2 a las inmediaciones del re-
ceptor (Shenoy, 2001). En este sentido, hemos 
descrito con anterioridad que  β-arrestina es ne-
cesaria para promover la fosforilación de GRK2 
en residuos de tirosina por c-Src y de serina por 
MAPK en respuesta a la estimulación de re-
ceptores de membrana GPCRs (Penela, 2001; 
Elorza, 2000; Penela, 1999). En esta memoria 
mostramos que estas modiﬁ caciones en GRK2 
tienen como consecuencia la degradación de la 
quinasa por una vía independiente de Mdm2. 
Así, hemos demostrado que la función adapta-
dora de β-arrestina en la degradación de GRK2 
es doble, reclutando por un lado la ligasa Mdm2 
y por otro, facilitando la fosforilación de GRK2 y 
su reconocimiento por una segunda familia de 
ligasas (ver modelo en ﬁ g D-2). En este sentido, 
hemos identiﬁ cado a Hakai, una E3 ligasa que 
ubiquitila sustratos modiﬁ cados por fosforilación 
en tirosinas (Fujita, 2002), como molécula can-
didata a participar en la degradación de GRK2 
dependiente de fosforilación tras la estimulación 
de GPCRs, ya que esta ligasa no promueve la 
degradación de un mutante de GRK2 que care-
ce de las tirosinas fosforiladas por c-Src, mien-
tras que si lo hace eﬁ cientemente en la quinasa 
salvaje. 
Según nuestro modelo, Mdm2 se encar-
garía de modular la estabilidad de GRK2 inde-
pendientemente de su estado de fosforilación, 
Figura D-2: Distintos mecanismos de participación de β-
arrestinas en la degradación de GRK2 estimulada por GP-
CRs.
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mientras que Hakai actuaría solamente en res-
puesta a determinados estímulos que promue-
van la fosforilación de la quinasa en tirosinas. En 
este contexto, sería interesante determinar en 
qué medida Hakai participa en el reciclaje resi-
dual de GRK2 cuando Mdm2 no esté disponible 
(bien como resultado de la activación de la vía 
PI3K/ AKT u otras situaciones que favorezcan la 
localización nuclear de Mdm2). Asimismo, será 
necesario determinar si β-arrestinas participan 
en el reclutamiento directo de Hakai, y de ser así, 
como se coordinan y organizan temporalmente 
las interacciones de β-arrestinas con las ligasas 
Hakai y Mdm2 y la ubiquitilación de GRK2 por 
ambas ligasas. No cabe descartar que la modi-
ﬁ cación de GRK2 por Hakai requiera la previa 
mono-ubiquitilación de GRK2 dependiente de 
Mdm2.
3.- Modulación de la degradación de 
GRK2 por la vía PI3K/ AKT/ Mdm2.
Como ya hemos indicado, la regulación de 
GRK2 mediada por Mdm2 podría estar modulada 
por factores que afecten la localización subcelu-
lar o la actividad de la ligasa. En este sentido, la 
fosforilación de Mdm2 por AKT en las serinas 166 
y 186 promueve la translocación nuclear de la li-
gasa y la ubiquitilación de p53 (Ashcroft, 2002; 
Feng, 2004; Mayo, 2001; Milne, 2004). Este es-
cenario favorecería la degradación de p53 en 
detrimento de sustratos citosólicos o “extranu-
cleares”. Así, la estimulación de IGF-1R, con la 
consecuente activación de la vía de PI3K/ AKT y 
la fosforilación de Mdm2, aumenta los niveles de 
la proteína GRK2 (ver modelo en ﬁ g D-3). Esta 
acumulación de GRK2 se debe a cambios en su 
degradación y no en su síntesis, ya que el uso 
de cicloheximida no consigue revertir este efec-
to. Este nuevo mecanismo de regulación de los 
niveles de GRK2 es dependiente de la actividad 
de AKT y de la fosforilación de Mdm2 puesto que 
tanto el inhibidor de PI3K LY290042, el inhibidor 
de la quinasa AKT (ML9), como un mutante de 
la ligasa incapaz de fosforilarse por AKT (Mdm2-
S166A-S186A), impiden aumentar los niveles de 
GRK2 en respuesta a IGF-1. Más aún, el efecto 
de IGF-1 sobre la expresión de GRK2 no se ob-
serva en MEFs deﬁ cientes para Mdm2. La aso-
ciación diferencial que presentan los mutantes de 
fosforilación de Mdm2 por AKT (Mdm2 S166A-
S186A y Mdm2 S166D-186D) con GRK2 podría 
deberse tanto a las distintas localizaciones sub-
celulares que presentan ambas proteínas o a 
cambios conformacionales en Mdm2 que afecten 
a la interacción con GRK2.
Frecuentemente se han relacionado alte-
raciones en la expresión de GRK2 con situacio-
nes ﬁ siopatológicas, tal y como se ha descrito 
en artritis reumatoide y en esclerosis múltiple, 
donde los niveles de expresión de la quinasa son 
Figura D-3: La estimulación de la vía PI3K/ AKT impide la degradación de GRK2 por Mdm2 y aumenta sus 
niveles de expresión.
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bajos, mientras que en hipertensión y fallo car-
diaco los niveles de GRK2 están regulados al 
alza. Curiosamente, la expresión de Mdm2 está 
aumentada en pacientes que sufren artritis reu-
matoide (Taranto, 2005), pudiendo contribuir al 
decaimiento de GRK2, el cual se ha demostra-
do es el resultado de una desestabilización de 
la proteína (Lombardi, 1999). Por otro lado, una 
sobre-estimulación de la vía PI3K/ AKT puede 
promover aumentos signiﬁ cativos de la proteína 
GRK2 en distintos contextos celulares, y estas 
alteraciones favorecer ciertas situaciones ﬁ sio-
patológicas. Así, una proporción signiﬁ cativa de 
tumores de cáncer de mama presentan altos ni-
veles de activación de AKT y de Mdm2 fosforila-
do por AKT en los residuos S166 y S186 (Zhou, 
2001). Es interesante destacar que el presente 
trabajo muestra que los niveles de expresión 
de GRK2 están aumentados en una proporción 
signiﬁ cativa de pacientes con carcinomas de 
mama, y que dichos aumentos de expresión es-
tán correlacionados positivamente con el grado 
de activación de AKT.
A pesar de ello, cabe destacar que exis-
te una proporción signiﬁ cativa de pacientes que 
muestran niveles altos de GRK2 (~41%) aun-
que no se detecta activación de AKT. Es posi-
ble que existan otras quinasas distintas de AKT 
que fosforilen también a Mdm2 en la serina 166 
promoviendo su localización nuclear, como MK2 
(Weber, 2005) y MEK/ ERK (Malmlof, 2007), las 
cuales podrían promover la estabilización de 
GRK2. En este sentido, existen evidencias que 
demuestran que en tejidos donde AKT no pue-
de fosforilar Mdm2 en su serina 166, MEK/ ERK 
se encargaría de hacerlo y viceversa (Malmlof, 
2007). Por tanto, sería de gran interés estudiar 
el estado de activación de estas quinasas en 
aquellas muestras AKT negativas pero GRK2 
positivas.
Un primer análisis del historial clínico de 
los pacientes que muestran aumentos en los 
niveles de GRK2 revela también una cierta co-
rrelación con el grado de diferenciación del car-
cinoma. Así, todas las muestras que alcanzan 
el grado G3 (caracterizado por una pobre dife-
renciación celular), presentan niveles de GRK2 
altos (GRK2 positivos) o sin cambios respecto al 
promedio de la población control (GRK2 positi-
vos 46%, GRK2 sin cambio 56%, GRK2 negati-
vos 0%). Asimismo, el 70% de los pacientes que 
han sufrido metástasis en los nódulos linfáticos 
axilares presenta niveles positivos de GRK2 
frente a un 20% con niveles negativos y un 10% 
sin cambios, lo cual sugiere que los niveles de 
GRK2 pueden favorecer procesos de migración/ 
invasión. Por otro lado, la mayor expresión de 
GRK2 también parece asociarse a un mayor 
volumen de masa tumoral, cuyo tamaño en el 
grupo de estudio oscila entre 12 y 35 mm. Así, 
hemos observado que en tumores de tamaño 
igual o superior a 25 mm se detecta una expre-
sión de GRK2 incrementada (GRK2 positivos 
78%, GRK2 negativos 11% y GRK2 sin cambio 
11%) en comparación con los tumores de menor 
tamaño (ver ﬁ gura 27D de Resultados). Es razo-
nable pensar que los tumores de mayor tamaño 
hayan experimentado una mayor tasa de proli-
feración y/o una reducida muerte celular, y que 
los niveles de GRK2 al alza hayan contribuido 
en estos procesos.
En su conjunto, estos datos sugieren que 
la regulación al alza de GRK2 en ciertos con-
textos patológicos podría estar contribuyendo o 
cooperando con AKT (o con otros factores) en la 
adquisición o mantenimiento de características 
tumorales. En este sentido, hemos demostrado 
que los niveles de expresión de GRK2 modulan 
la capacidad migratoria e invasora de distintas 
líneas celulares de cáncer de mama y melano-
ma en respuesta a varias señales celulares fre-
cuentes en contextos tumorales. Por otra parte, 
hemos determinado que GRK2 modula el cre-
cimiento de las células de carcinoma de mama 
MCF-7, de tal modo que el bloqueo de la ex-
presión de esta quinasa inhibe su capacidad de 
proliferación.
 
 4.- Implicación de GRK2 en procesos 
de migración e invasión.
Nuestros resultados indican que líneas 
celulares de mama no transformadas y con re-
ducida motilidad (MCF-10A y 184B5) presentan 
menores niveles de proteína GRK2 que las lí-
neas celulares transformadas y mótiles (MCF-
7 y Hs578T). Asimismo, la sobreexpresión de 
GRK2 en la línea celular no transformada MCF-
10A conﬁ ere propiedades migratorias similares 
a los que presenta la línea celular transformada 
MCF-7. Igualmente, el incremento de los niveles 
de GRK2 en células MCF-7 promueve una ma-
yor migración de estas células a suero, ﬁ brone-
ctina, S1P e IGF-1 y de manera muy potente a 
heregulina, los cuales representan señales muy 
importantes en la progresión tumoral. Por el 
contrario, la disminución de los niveles de GRK2 
en células de mama MCF-7 y Hs578 y en célu-
las de melanoma de ratón B16F10 disminuye la 
capacidad de migración y de invasión frente a 
estas señales. Esta modulación de la invasión 
por la inhibición de la expresión de GRK2 no 
es causada como consecuencia de variaciones 
en la tasa de proliferación celular que pudieran 
producirse durante las 24 horas que se preci-
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san para realizar estos ensayos, ya que hemos 
observado que las diferencias en proliferación 
causadas por la falta de GRK2 empiezan a ser 
apreciables sólo a partir de las 48-72 horas (ver 
ﬁ gura 32 de resultados).
Por tanto, la presencia de GRK2 podría fa-
cilitar procesos de transformación celular y me-
diar la inducción de fenotipos celulares migrato-
rios e invasivos.
Datos previos relacionados con el papel de 
GRK2 en procesos de migración celular demues-
tran que la quinasa atenúa la respuesta migrato-
ria inducida por ciertas citoquinas como MCP-1, 
SDF-1, RANTES o leukotrieno LTB4 en linfocitos 
T y monocitos debido a su función desensibili-
zadora de GPCRs (Vroon,2006). Sin embargo, 
también se han descrito efectos pro-migratorios 
tras la activación de distintos GPCRs en varios 
tipos celulares, poniendo en evidencia el hecho 
de que GRK2 ejerce funciones distintas a la 
desensibilización de GPCRs, relacionadas con 
su capacidad de transducir señales importantes 
para este proceso (DeFea, 2007; Vroon, 2006). 
En este sentido, GRK2 es capaz de interaccionar 
directamente y modular la actividad de molécu-
las claramente implicadas en migración celular 
como PI3K, MEK1, GIT, ezrina o tubulina (Ribas, 
2007). 
De acuerdo con los resultados presentados 
en esta memoria, datos previos de nuestro labo-
ratorio (Penela y colaboradores, 2007, EMBO 
J., en revisión) demuestran que GRK2 regula de 
manera positiva y especíﬁ ca la migración de cé-
lulas epiteliales en respuesta a ﬁ bronectina (y no 
a colágeno IV). Curiosamente, la migración a ﬁ -
bronectina mediada por GRK2 depende de la ac-
tivación de receptores acoplados a Gi activados 
por el ligando S1P, producido de manera autocri-
na o paracrina. La presencia de GRK2 potencia 
la señalización de los receptores de S1P, cuya 
estimulación modula la duración e intensidad de 
la activación de ERK1/2, lo cual es crítico para 
desorganizar las adhesiones focales de la célula 
favoreciendo motilidad frente a adherencia. Esta 
modulación de ERK1/2 por GRK2 depende de la 
asociación dinámica de GRK2 con GIT. GIT es 
una proteína adaptadora que organiza espacio-
temporalmente la activación de PAK por Rac y la 
estimulación del módulo MEK/ ERK1/ 2 en res-
puesta a estímulos de GPCRs y receptores tiro-
sina quinasas (Hoefen, 2006). En este contexto, 
la actividad quinasa de GRK2 no parece ser ne-
cesaria para promover la migración celular. Sin 
embargo, la actividad catalítica de GRK2 sí pare-
ce ser requerida para la formación de estructuras 
corticales del citoesqueleto de actina relaciona-
das con la motilidad celular. Así, GRK2 interac-
ciona y fosforila a la proteína ezrina (Cant, 2005). 
Esta modiﬁ cación permite que ezrina adquiera 
una conformación activa y promueva cambios en 
el citoesqueleto necesarios para formar estruc-
turas como ﬁ lopodios y “rufﬂ es”, imprescindibles 
para “rastrear” sustancias quimioatrayentes y ge-
nerar las fuerzas de tracción necesarias para el 
avance de la célula hacia dichos estímulos. 
Por otro lado, Mdm2 parece estar implica-
da también en procesos de migración e invasión 
celular gracias a su actividad E3 ligasa frente a 
E-caderina (Yang, 2006). La pérdida de la dife-
renciación celular en el proceso de carcinogé-
nesis conlleva, en general, la disminución de 
interacciones célula-célula, debido a la pérdida 
de expresión de E-caderina. La presencia de 
Mdm2 en líneas tumorales de mama promueve 
la disgregación celular y la movilidad e invasión 
celular, junto con una disminución de los niveles 
de E-caderina (Thiery, 2002). En coherencia con 
estas observaciones, los niveles de Mdm2 en 
pacientes con cáncer de mama se correlacionan 
inversamente con los niveles de expresión de E-
caderina, especialmente en aquellos individuos 
positivos para la presencia de células tumorales 
en los nodos linfáticos axilares. En este contexto, 
puede ser de interés el hecho puesto de mani-
ﬁ esto en este trabajo, del que GRK2 fosforila a 
Mdm2“in vitro”. Mdm2 es una proteína muy re-
gulada post-traduccionalmente por sumoilación, 
ubiquitilación, nedilación y fosforilación. Estas 
modiﬁ caciones afectan no sólo a su estabilidad 
y capacidad de inhibir a p53, sino también a pro-
piedades de la ligasa independientes  de p53 que 
tienen consecuencias en proliferación y migración 
celular. Cerca del 20% de los residuos de Mdm2 
son treoninas o serinas diana de numerosas qui-
nasas que modulan la interacción de Mdm2 con 
sustratos, la actividad, la localización subcelular 
o la interacción con otros factores. Mdm2 posee 
dos dominios de fosforilación (región N-terminal 
aa 1-193 y central aa 194-293) con una región 
acídica (aa 235-295) crítica en la ubiquitilación 
de p53 y la interacción de la ligasa con el factor 
ARF, P300 o RB. En esta región acídica se han 
identiﬁ cado varios residuos fosforilados “in situ”, 
pero no así la identidad de la quinasa o quinasas 
implicadas. La acción de estas quinasas en estos 
residuos favorece la degradación de p53, mien-
tras que debilita la interacción de Mdm2 con ARF. 
Curiosamente, algunos de los residuos identiﬁ -
cados son compatibles con el requerimiento de 
fosforilación de GRK2. Por tanto, será de interés 
determinar si GRK2 fosforila “in situ” a Mdm2 y si 
lo hace en este “cluster” acídico de la ligasa. De 
conﬁ rmarse, Mdm2 y GRK2 podrían formar un 
bucle de regulación retrógrada común a muchas 
otras proteínas, en el que Mdm2 controlaría los 
niveles de GRK2 y ésta a su vez, aspectos fun-
cionales de Mdm2 relacionados con proliferación 
y migración. 
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En este sentido, sería de especial interés 
determinar si esta modiﬁ cación modula la acti-
vidad ligasa de Mdm2 frente a E-caderina y si 
existe algún tipo de correlación entre los niveles 
de GRK2, E-caderina y Mdm2 en distintos tipos 
tumorales en los que no se haya producido un 
silenciamiento génico de E-caderina.
5.- Implicación de GRK2 en procesos 
de proliferación celular.
Nuestros resultados también indican que 
la expresión de GRK2 se correlaciona positi-
vamente con la proliferación celular de células 
MCF-7. GRK2 podría atenuar o potenciar las 
respuestas proliferativas de las células depen-
diendo del contexto celular, mediante la regula-
ción de varios receptores de membrana implica-
dos en el control del crecimiento celular, como 
ciertos GPCRs entre los que destacan los re-
ceptores de Smoothened, S1P, PAR1 o endo-
telina 1 (ET1), así como los receptores tirosina 
quinasa EGFR, PDGFR y Ror1 o el receptor de 
TGF-β (Ribas, 2007).
TGF-β es un potente inhibidor de la pro-
liferación celular mediante la inducción de se-
ñales de parada de ciclo y apoptosis en células 
normales de origen epitelial, endotelial y hema-
topoyético, por lo que actúa como un importan-
te represor tumoral en los estadíos tempranos 
de la tumorogénesis. Sin embargo, en estadíos 
tardíos de la progresión tumoral ciertos aspec-
tos de la señalización del receptor TGF-β pro-
mueven proliferación e invasión en las células 
tumorales, facilitando procesos angiogénicos, 
suprimiendo el sistema inmune, favoreciendo 
la migración, y estimulando la expresión de pro-
teasas (Derynck, 2001; Wakeﬁ eld, 2002). La se-
ñalización del TGF-β se inicia con la unión de 
este factor al receptor del tipo I de TGF-β, el 
cual se activa y promueve la fosforilación de las 
proteínas R-Smads. Este evento permite la aso-
ciación de las R-smads con Smad-4  y la trans-
locación de estos complejos al núcleo donde 
modulan transcripcionalmente diversos genes 
relacionados con la inhibición de la proliferación 
(Shi, 2003).
Recientemente, se ha descrito que GRK2 
antagoniza las señales anti-proliferativas depen-
dientes de TGF-β “in situ” y “ex vivo” en células 
epiteliales de distinto origen. La regulación de la 
señalización del TGF-β por GRK2 es compleja y 
parece depender tanto de su actividad quinasa 
como de efectos de andamiaje de la proteína. 
Así, GRK2 fosforila las proteínas R-Smads, blo-
queando su translocación al núcleo (Ho, 2005), 
mientras que la asociación GRK2 a las R-smads 
independientemente de la actividad catalítica 
bloquea la formación del heterocomplejo con 
Smad-4. En este contexto, una mayor presencia 
de GRK2 en estadios iniciales de la tumorogé-
nesis favorecería la proliferación, neutralizando 
los efectos “supresores” del TGF-β. Por otro 
lado, existen evidencias que señalan a Mdm2 
como uno de los responsables del cambio de 
señalización del TGF-β de anti-oncogénica a 
pro-oncogénica, ya que la sobreexpresión de la 
ligasa conﬁ ere resistencia a las señales apoptó-
ticas mediadas por TGF-β, en parte relacionadas 
con la inhibición de p53 (Kannemeier, 2007). Es 
atractivo especular que la fosforilación de Mdm2 
por GRK2 tenga algún papel en este proceso.
GRK2 también podría promover la pro-
liferación celular actuando como transductor 
positivo de la señalización celular mediada por 
Smoothened (Molnar, 2007). La presencia de 
GRK2 coopera sinérgicamente con la capaci-
dad de Smoothened en la inducción de focos, 
una característica del crecimiento de células 
transformadas, mientras que la disminución de 
los niveles de GRK2 impide la señalización del 
receptor, e incluso la de sus variantes oncogéni-
cas (Meloni, 2006).
Por otro lado, se ha descrito que la pre-
sencia de GRK2 atenúa la proliferación inducida 
por la activación del receptor PDGFβ en ciertos 
tipos celulares. GRK2 promovería la desensibili-
zación de estos receptores mediante la fosforila-
ción de los mismos en serinas y treoninas (Wu, 
2005). Sin embargo, es posible que el potencial 
desensibilizador de GRK2 esté limitado en deter-
minadas situaciones patológicas o en respuesta 
a determinados estímulos. Así, la estimulación 
del receptor de TNF-α impide la translocación 
de GRK2 a la membrana plasmática y la desen-
sibilización de receptores GPCRs acoplados a 
Gs (Khoa, 2006). Por tanto, la transmodulación 
o “crosstalk” de receptores puede determinar 
en gran medida el destino funcional de GRK2, 
desensibilizando GPCRs o modulando sustra-
tos solubles, lo cual podría favorecer procesos 
de proliferación o motilidad celular (Khoa, 2006). 
Por otro lado, la fosforilación de receptores por 
GRK2 no siempre desencadena el desacopla-
miento de éstos con proteínas G. En este senti-
do, se ha descrito que en células de melanoma, 
que expresan tanto GRK6 como GRK2, la fosfo-
rilación de receptores MCRI mediada por GRK6 
promueve la internalización del receptor, mien-
tras que la mediada por GRK2 no. Dado que el 
receptor MCRI, un GPCR acoplado a adenilil 
ciclasa que promueve proliferación y diferencia-
ción en melanocitos, constituye un gen de riesgo 
en cáncer (Sanchez-Laorden, 2007), es posible 
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Figura D-4: Esquema representativo de distintos estadíos críticos en la formación del tumor primario y su progresión a 
tumor metastático. Se muestran los cambios requeridos en cada una de las fases, tanto en las células que forman el tumor 
primario como del estroma, endoteliales y de tejidos lejanos al entorno tumoral. 
que GRK2 pueda cooperar en la señalización de 
este receptor contribuyendo a la transformación 
de los melanocitos.
Además de modular receptores de mem-
brana, GRK2 interacciona con múltiples proteí-
nas clave en la regulación de la proliferación, 
supervivencia y apoptosis, modiﬁ cando su fun-
cionalidad tanto de manera dependiente como 
independiente de la actividad catalítica de GRK2. 
Así, la fosforilación de la MAPK p38 por GRK2 en 
el residuo T123 promueve la inhibición de esta 
quinasa. La modiﬁ cación de este residuo situado 
en el “docking groove” de p38 impide la unión de 
las quinasas activadoras, así como el anclaje de 
ciertos sustratos de p38 (Peregrin, 2006), por lo 
que el silenciamiento funcional de p38 es doble. 
Dado que p38 es un efector clave en procesos 
apoptóticos y su inhibición en numerosos tumo-
res es responsable de conferir resistencia a tra-
tamientos quimioterápicos, la mayor presencia 
de GRK2 en tumores contribuiría a contrarrestar 
las acciones de p38 y favorecer la progresión tu-
moral. Por otro lado, la interacción de GRK2 con 
PI3K permite el reclutamiento de esta quinasa a 
la membrana plasmática y facilita su activación 
de manera independiente de la actividad catalí-
tica de GRK2. Así, la presencia de GRK2 podría 
favorecer la activación de las vías de PI3K/ AKT 
que promueven supervivencia y crecimiento.
Finalmente, la fosforilación de Mdm2 por 
GRK2 podría tener consecuencias también en 
la regulación de la proliferación celular. Así, está 
bien establecido que Mdm2 posee efectos proto-
oncogénicos independientes de p53 que promue-
ven la entrada de las células en fase S del ciclo 
celular (Argentini, 2000) mediante la regulación 
de proteínas implicadas en el control del  mismo 
como RB, p21, E2F y en la proliferación celular 
como IGF-1R, o el receptor de andrógenos.
En deﬁ nitiva, los efectos de GRK2 en migra-
ción/ invasión, así como en proliferación celular, 
podrían ser relevantes en el desarrollo tumoral, 
no sólo en estadíos avanzados, donde las pro-
piedades migratorias de las células son claves 
en la evasión del foco primario, sino también en 
estadíos tempranos donde prima la proliferación 
 74
Discusión
sobre la migración/ invasión. La progresión tu-
moral es un proceso muy complejo en el que las 
células van adquiriendo ventajas proliferativas y 
perdiendo las características morfológicas y ge-
néticas del tejido de origen (ﬁ g D-4). Dentro del 
foco primario, las células tumorales experimen-
tan condiciones heterogéneas, ya que se esta-
blecen diversos gradientes dentro del tumor en 
cuanto a disponibilidad de oxígeno, nutrientes 
y factores secretados por las células del estro-
ma. Así, las células del tumor sometidas a más 
estrés hipóxico activarían programas angiogéni-
cos y seleccionarían propiedades que conﬁ eran 
mayor motilidad y capacidad de evasión. La ex-
presión de GRK2 podría oscilar también según 
las necesidades del tumor y de las células que 
lo forman, para conferir propiedades proliferati-
vas y migratorias. Datos previos de nuestro la-
boratorio sugieren que las células que expresan 
mayores cantidades de GRK2 en ciertos tumo-
res sólidos, como  tumores de piel en estadíos 
iniciales, se localizan principalmente en el inte-
rior del foco primario, mientras que disminuyen 
en la periferia y en frentes de invasión con célu-
las menos diferenciadas (Alvarado y Rivas, en 
preparación). Cabe destacar también que datos 
preliminares de nuestro laboratorio sugieren que 
la expresión de GRK2 puede estar modulada por 
el factor  HIF-α, el cual se expresa notablemente 
en las células “interiores” del tumor.
En resumen, las alteraciones en los ni-
veles de actividad y/o de expresión de GRK2 
pueden ser relevantes en cáncer de mama y en 
distintos tipos de cáncer, por afectar a procesos 
esenciales de la célula, como consecuencia de 
su interacción funcional con diversas proteínas y 
sistemas de señalización relacionadas con pro-
cesos tumorales. Esta noción se ve reforzada 
por datos recientes en tumores de tiroides (Me-
taye, 2002), gliomas (Gray, 2001; Willets, 1999), 
melanomas (Sanchez-Laorden, 2007), de prós-
tata (Prowatke, 2007) o de ovario (King, 2003), 
en los que se ha detectado asimismo una mayor 
presencia de la quinasa GRK2. Nuestros resul-
tados indican que el aumento de GRK2 puede 
desempeñar un papel activo en algún estadio 
de la transformación neoplásica  y constituir una 
posible diana terapéutica. 
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1.- La degradación de la quinasa de receptores acoplados a proteínas G, GRK2, se regula 
activamente por la vía del proteasoma de manera dependiente de ubiquitilación. Es un proceso 
complejo y está regulado por la estimulación de receptores GPCRs, que aceleran el reciclaje basal 
de la quinasa. La ligasa Mdm2 es esencial en el mantenimiento del reciclaje basal y estimulado de 
GRK2, mientras que la función adaptadora de la molécula β-arrestina lo es en el reciclaje estimulado 
de la proteína. La interacción directa de Mdm2 con GRK2 y la consiguiente modiﬁ cación de la qui-
nasa  por ubiquitilación en las lisinas 19, 20, 21, 30 y 31 son clave en el reciclaje constitutivo o basal 
de la proteína GRK2. La presencia de β-arrestina facilita la interacción de Mdm2 con GRK2 en los 
macrocomplejos de receptores activados en la membrana plasmática, potenciando la degradación 
de la quinasa y contribuyendo al recambio estimulado de GRK2.
2.- La degradación estimulada por GPCRs de GRK2 puede darse también de forma indepen-
diente de Mdm2, en procesos que implican la proteolisis de GRK2 tras su fosforilación por diversas 
quinasas dependiente de β-arrestinas. Se ha identiﬁ cado que la ligasa Hakai puede promover la 
degradación de GRK2 tras su fosforilación en residuos de tirosinas . 
3.- El control de la estabilidad de GRK2 como resultado de cambios en la funcionalidad de 
Mdm2 constituye un mecanismo clave en la modulación de la expresión de GRK2 en diversos con-
textos de señalización celular. La estimulación del receptor IGF-1R en distintos tipos celulares no 
transformados y en líneas celulares de carcinomas de mama y melanoma promueve la activación 
de la vía PI3K/AKT y la fosforilación dependiente de AKT de las serinas 166 y 186 de Mdm2. Esta 
modiﬁ cación facilita la localización nuclear de la ligasa, impidiendo su acceso a GRK2 y promo-
viendo la acumulación de la proteína como consecuencia de una reducida degradación. Asimismo, 
los niveles de expresión de GRK2 se encuentran incrementados en una proporción signiﬁ cativa de 
muestras de pacientes con cáncer de mama, observándose una correlación positiva con el grado 
de activación de AKT, con el grado de diferenciación, y metástasis, que sugieren un papel activo de 
GRK2 en procesos de transformación neoplásica.
4.- La presencia de GRK2 afecta a procesos celulares clave en la transformación celular. Así, 
GRK2 modula positivamente la migración de células epiteliales transformadas y no transformadas 
en respuesta a gradientes de señales quimiotácticas relevantes en la progresión tumoral, como 
heregulina, S1P o IGF-1. Asimismo, la disminución de los niveles de GRK2 reduce la capacidad in-
vasiva de líneas celulares de cáncer de mama y melanoma metastáticos. Por otra parte, los niveles 
de GRK2 afectan también a la tasa de proliferación celular en células epiteliales de mama transfor-
madas MCF-7. Ello sugiere que la inhibición de la expresión de GRK2 en carcinomas caracterizados 
por una ampliﬁ cación del eje señalizador PI3K/AKT, o por contextos de señalización que promueven 
el desacoplamiento de Mdm2 con GRK2, puede contribuir a la atenuación de la proliferación o la 
migración/ invasión en determinados estadíos de la progresión del tumor y representar una potencial 
diana terapéutica.   
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ANEXO
Mdm2 is involved in the ubiquitination and
degradation of G-protein-coupled receptor kinase 2
Alicia Salcedo, Federico Mayor Jr*
and Petronila Penela*
Departamento de Biologı´a Molecular and Centro de Biologı´a Molecular
‘Severo Ochoa’, Consejo Superior de Investigaciones Cientı´ficas-
Universidad Auto´noma de Madrid, Madrid, Spain
G-protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) is a central
regulator of G-protein-coupled receptor signaling. We
report that Mdm2, an E3-ubiquitin ligase involved in the
control of cell growth and apoptosis, plays a key role
in GRK2 degradation. Mdm2 and GRK2 association is
enhanced by b2-adrenergic receptor stimulation and
b-arrestin. Increased Mdm2 expression accelerates GRK2
proteolysis and promotes kinase ubiquitination at defined
residues, whereas GRK2 turnover is markedly impaired
in Mdm2-deficient cells. Moreover, we find that activation
of the PI3K/Akt pathway by insulin-like growth factor-1
alters Mdm2-mediated GRK2 degradation, leading to en-
hanced GRK2 stability and increased kinase levels. These
data put forward a novel mechanism for controlling GRK2
expression in physiological and pathological conditions.
The EMBO Journal advance online publication, 28 September
2006; doi:10.1038/sj.emboj.7601351
Subject Categories: signal transduction
Keywords: degradation; GRK2; IGF-1; Mdm2
Introduction
G-protein-coupled receptor kinases (GRKs) and b-arrestins
are critical regulators of a wide variety of biological pro-
cesses. First, these proteins play a major role in the attenua-
tion of signaling mediated by the large family of G-protein-
coupled receptors (GPCRs) (Gainetdinov et al, 2004). Besides
promoting activation of heterotrimeric G proteins, agonist
stimulation of GPCRs leads to receptor phosphorylation by
GRKs (Kohout and Lefkowitz, 2003; Penela et al, 2003). This
phosphorylation event facilitates binding of b-arrestins to the
receptor, resulting in uncoupling from G proteins. Acting as
adaptor proteins for components of the endocytic machinery,
arrestins also trigger receptor internalization. Therefore,
GRKs and arrestins are involved in GPCR desensitization,
endocytosis and resensitization (Ferguson, 2001).
b-Arrestins and GRKs also regulate other membrane re-
ceptor families. It has been reported that b-arrestin binds to
ligand-stimulated insulin-like growth factor-1 receptor (IGF1-
R), thereby promoting receptor internalization and enhancing
IGF-dependent mitogenic signaling (Lin et al, 1998). GRK2, a
ubiquitously expressed member of the GRK family, also
phosphorylates PDGF-Rb and reduces receptor activity with-
out altering its downregulation (Freedman et al, 2002;
Hildreth et al, 2004). In addition, b-arrestins can act as
scaffold molecules that bring different signaling molecules
into the receptor complex (reviewed by Lefkowitz and
Shenoy, 2005). Likewise, GRK2 has been shown to phosphor-
ylate non-receptor substrates and also to interact with a
variety of signaling proteins such as PI3Kg, Gaq or GIT
(Penela et al, 2003, 2006, and references therein). GRK2
also inhibits TGF-b-mediated cell growth arrest and apoptosis
by inducing Smad phosphorylation (Ho et al, 2005). Overall,
these data suggest that GRK2 may have ‘effector’ functions
beyond receptor desensitization.
Such functional complexity predicts that alterations in
GRK2 levels and/or activity may have important effects on
cell signaling. Interestingly, several pathological conditions
such as congestive heart failure, hypertension and rheuma-
toid arthritis (RA), among others, display altered GRK2
expression and function (reviewed by Penela et al, 2003,
2006; Metaye et al, 2005). Whereas different regulatory
mechanisms of GRK2 activity and subcellular localization
have been described (reviewed by Kohout and Lefkowitz,
2003; Penela et al, 2003), the mechanisms that govern GRK2
cellular levels have only recently began to be addressed. We
first described that GRK2 is rapidly degraded by the protea-
some pathway, and that b2-adrenergic receptor (b2AR) acti-
vation enhances GRK2 ubiquitination and turnover (Penela
et al, 1998). We have also shown that agonist-dependent
binding of b-arrestin to GPCRs supports GRK2 degradation by
allowing the recruitment of c-Src and the phosphorylation
of GRK2 on critical tyrosine residues (Penela et al, 2001).
MAPK-mediated GRK2 phosphorylation also triggers GRK2
degradation in a process that is again dependent on b-arrestin
function (Elorza et al, 2003).
Proteasome degradation requires the orchestrated acti-
vities of the ubiquitin-activating enzyme (E1), ubiquitin-
conjugating enzymes (E2) and ubiquitin ligases (E3)
(Pickart, 2001). The specificity of target protein selection is
determined by ubiquitin ligases, which interact with their
substrates either directly or by means of adaptor molecules.
Interestingly, b-arrestins are able to interact with Mdm2, a
RING domain-containing E3-ubiquitin ligase involved in the
control of tumor suppressor p53 activity (Weissman, 2001).
b-Arrestin-mediated recruitment of Mdm2 to several GPCR
complexes leads to different b-arrestin ubiquitination pat-
terns, which controls the characteristics of MAPK activation
and receptor internalization (Shenoy et al, 2001; Shenoy and
Lefkowitz, 2003, 2005; Wang et al, 2003).
In this report, we identify Mdm2 as an E3-ubiquitin ligase
for GRK2 that is critically involved in kinase ubiquitination
and degradation. Moreover, we put forward a new Mdm2-
mediated pathway for the modulation of GRK2 cellular levelsReceived: 20 March 2006; accepted: 23 August 2006
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by IGF-1. Control of GRK2 protein levels by Mdm2 may
represent a versatile mechanism for fine-tuning of the
expression of this key regulatory kinase by different extra-
cellular signals.
Results
Mdm2 associates with GRK2 and this process is
facilitated by b2AR stimulation and b-arrestin
GRK2 is rapidly degraded by the proteasome pathway in
response to b2AR agonist stimulation, whereas the turnover
of the GRK2-K220R mutant, which lacks kinase activity, is
severely impaired (Penela et al, 1998). We have also reported
that GRK2 turnover is dependent on b-arrestin function, and
that overexpression of either b-arrestin1 or b-arrestin2 is able
to promote GRK2-K220R proteolysis (Penela et al, 2001), thus
suggesting that these adaptor molecules may recruit some of
the factors needed for GRK2 ubiquitination and proteasome
degradation. Interestingly, b-arrestins interact with Mdm2,
bringing this protein to the plasma membrane b2AR complex,
where Mdm2 triggers ubiquitination of b-arrestins and also
auto-ubiquitination (Shenoy et al, 2001; Wang et al, 2003). As
GRK2 is also part of activated GPCR complexes, we explored
the possibility that Mdm2 could act as a GRK2 ubiquitin
ligase. Consistent with this idea, we find that endogenous
GRK2 and Mdm2 can associate in MCF7 cells, as shown
by co-immunoprecipitation experiments using either anti-
GRK2 or anti-Mdm2 antibodies (Supplementary data and
Supplementary Figure S1A). This suggests that both proteins
can be found in the same molecular complex at steady-sate
conditions ‘in situ’.
We have previously shown that agonist stimulation of
b2AR decreases GRK2 half-life from 60 min (basal conditions)
to B30 min (stimulated turnover) (Penela et al, 1998).
Therefore, we tested whether Mdm2 association to GRK2
would be modified by receptor activation. Figure 1A and B
shows that b2AR stimulation promotes a rapid and transient
increase in endogenous GRK2/Mdm2 association in HeLa
cells and in HEK-293 cells coexpressing these proteins. It is
worth noting that b2AR stimulation also triggers a rapid and
transient association of b-arrestins with Mdm2 (Wang et al,
2003). Interestingly, we find that overexpression of b-arrest-
in1 increases both the extent and kinetics (maximal co-
immunoprecipitation detected at 1–2 min) of GRK2/Mdm2
association upon b-agonist challenge (Figure 1B). A similar
effect was observed upon expression of b-arrestin2 (data not
shown). Consistent with a key mediator role for arrestins in
GRK2 turnover, we find that protein decay of endogenous
GRK2 (as assessed by chase experiments in the presence of
cycloheximide) was severely delayed in mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) lacking both b-arrestin1 and b-arrestin2
compared to wild-type MEFs (Figure 1C), indicating that
expression of b-arrestins is necessary for normal GRK2
degradation in physiological conditions.
Taken together, these results indicate that Mdm2 can
interact with GRK2 in an agonist-dependent manner and
suggest that b-arrestin could be a pivotal adaptor to position
Mdm2 and/or other ligases in the vicinity of GRK2.
Mdm2 promotes GRK2 degradation
We next investigated whether Mdm2 could increase the
turnover rate of GRK2. First, the stability of GRK2 was
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Figure 1 (A) Association of endogenous Mdm2 and GRK2. HeLa
cells growing in 150 mm dishes were serum-starved for 2 h and
incubated with an inverse b-agonist (betaxolol, 10mM) for 15 min to
lessen basal Mdm2/GRK2 association before challenging with
10 mM isoproterenol for the indicated times. Cells were lysed in
buffer A as detailed in Materials and methods and lysates subjected
to immunoprecipitation with anti-Mdm2 (SMP14) antibody.
Immunoprecipitates were resolved by SDS–PAGE and GRK2 asso-
ciated to the Mdm2 immunocomplex was detected by Western blot
analysis with a specific antibody. 1% of the total lysate used for
immunoprecipitation was loaded as input signal. (B) The Mdm2/
GRK2 association is enhanced by b2AR stimulation and b-arrestin
expression. HEK-293 cells were transiently transfected with plas-
mids encoding GRK2, b2AR, Mdm2 and b-arrestin1 when indicated.
Cells were challenged with 10 mM isoproterenol for different times
and GRK2/Mdm2 co-immunoprecipitation assessed as detailed in
Materials and methods. GRK2 presence in the non-stimulated
Mdm2 immunocomplex was taken as the control condition. Data
were normalized by total Mdm2 and depicted as mean7s.e.m. of
four independent experiments. A representative gel is shown in the
bottom panel. (C) Normal decay of GRK2 protein is impaired upon
of b-arrestin1 and b-arrestin2 knockdown. GRK2 protein levels were
examined by immunoblot analysis in both wild-type and b-arrest-
in1/2-deficient MEFs upon treatment with cycloheximide (CHX) for
the indicated times. The amount of GRK2 at 0 h was defined as
100%, and data normalized by actin protein levels. In both panels,
data are the mean7s.e.m. of four independent experiments
(*Po0.05). Representative gels are shown.
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determined by pulse–chase assays in HEK-293 cells transi-
ently coexpressing Mdm2 or an empty vector. As shown
in Figure 2A, the levels of GRK2 protein decline more rapidly
in the presence of Mdm2 (3771% of [35S]GRK2 protein
remaining at 1 h of chase versus 5673% in the absence of
Mdm2 overexpression). Such Mdm2-induced GRK2 proteo-
lysis is blocked by the proteasome inhibitor MG132
(Supplementary data and Supplementary Figure S1B). We
have previously shown that the kinase-dead mutant GRK2-
K220R displays a severely impaired degradation, probably
as a consequence of reduced b-arrestin recruitment to the
receptor complex (Penela et al, 2001). Interestingly, Mdm2 is
able to associate with this mutant to an extent similar to the
wild-type kinase (Supplementary data and Supplementary
Figure S1C) and to rescue its defective turnover (Figure 2A,
6071% of GRK2-K220R remaining at 1 h of chase compared
to 92þ 5% in the absence of Mdm2 expression). Overall,
these data are consistent with a role for Mdm2 in the agonist-
induced, b-arrestin-mediated GRK2 degradation.
We next analyzed the effect of leptomycin B (LMB) on
GRK2 stability. LMB, a drug that blocks nuclear export, has
been shown to inhibit Mdm2 nuclear–cytoplasmic shuttling,
thus leading to an increased nuclear localization of Mdm2
(Lain et al, 1999). As shown in Figure 2B, the turnover of
transiently transfected GRK2 in HEK-293 is significantly
retarded in the presence of LMB (80710% of protein remain-
ing at 1 h of chase compared with 5775% in control condi-
tions). This treatment does not affect GRK2 localization in
our experimental conditions (data not shown), thereby ruling
out that this effect is caused by altered kinase distribution.
Moreover, the enhanced GRK2 turnover observed upon co-
expression of Mdm2 (3472% of labeled kinase remaining)
was not observed in the presence of LMB (6076% of protein
remaining), thus suggesting that the effects of LMB on
GRK2 stability are due to the impairment of Mdm2 function
and/or localization. In line with this notion, LMB promotes
a time-dependent increase (in the range of E1.4- to 2-fold)
of endogenous GRK2 steady-state levels in MCF7 cells
(Figure 2C), consistent with a physiological role for Mdm2
in GRK2 degradation.
Mdm2 modulates GRK2 ubiquitination
We have previously reported that agonist stimulation of b2AR
promotes an increase in GRK2 polyubiquitination, consistent
with its stimulatory effect on kinase turnover (Penela et al,
1998). As b2AR activation triggers Mdm2/GRK2 association,
we next investigated whether Mdm2 would modulate GRK2
ubiquitination. HEK-293 cells were transiently transfected
with b2AR, HA-tagged ubiquitin and GRK2 in the presence
or absence of Mdm2. Interestingly, both basal and agonist-
induced GRK2 polyubiquitination are markedly enhanced
upon Mdm2 expression (Figure 3A), supporting a role for
Mdm2 as an E3-ubiquitin ligase for GRK2.
The GRK2 ubiquitination patterns induced by receptor
stimulation or Mdm2 expression are very similar. The
bands of modified kinase migrating at 80 kDa (asterisk) and
immediately above (arrowhead) appear to correspond to
monoubiquitinated forms of GRK2, whereas the smeared
bands in the 97–200 kDa range correspond to polyubiquiti-
nated species of GRK2 (see Supplementary data and
Supplementary Figure S2A).
To further substantiate the involvement of Mdm2 as a
GRK2 ubiquitin ligase, we compared the ubiquitination of
endogenous kinase in wild-type MEFs (expressing endo-
genous Mdm2 levels) or in MEFs from Mdm2-deficient
mice. As shown in Figure 3B, in wild-type MEFs, isoprote-
renol challenge promotes a marked increase in endogenous
GRK2 ubiquitinated species. It must be noted that such basal
and agonist-promoted GRK2 ubiquitination pattern is similar
to that observed in a heterologous system with overexpressed
proteins (see Figure 3A). Interestingly, in Mdm2-deficient
MEFs, basal GRK2 ubiquitination was attenuated, whereas
the agonist-induced component was severely inhibited, indi-
cating a pivotal role for Mdm2 in this process. Moreover,
a similar impairment of GRK2 ubiquitination results also
from the absence of b-arrestins, consistent with their role as
mediators of the ligase recruitment to GRK2 (Figure 3B).
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Figure 2 (A) Mdm2 increases degradation of GRK2 and of a slow-
turnover GRK2 mutant. HEK-293 cells were transiently transfected
with wild-type GRK2 or the GRK2-K220R mutant in the presence or
absence of Mdm2, and kinase turnover assessed by pulse–chase
experiments as described in Materials and methods. 35S-labeled
proteins immunoprecipitated with the anti-GRK2 antibody AbFP2
were resolved by SDS–PAGE followed by fluorography and densi-
tometry. 35S-labeled GRK2 band densities were then normalized to
total GRK2 present in the immunoprecipitates, as determined by
Western blot analysis. Data are mean7s.e.m. of 3–4 independent
experiments performed in duplicate, *Po0.05, **Po0.01. A repre-
sentative gel autoradiography is shown. (B, C) Effect of LMB
treatment on GRK2 turnover. HEK-293 cells transfected with GRK2
and Mdm2 or an empty vector were treated with LMB or vehicle
before and during pulse–chase experiments as detailed in Materials
and methods, and GRK2 turnover determined as in previous figures.
Data are the mean7s.e.m. of three independent experiments per-
formed in duplicate, *Po0.05, **Po0.01. Representative fluoro-
graphs are shown. In panel C, endogenous GRK2 expression levels
were determined by immunoblot analysis in lysates from MCF7
cells treated for different times with LMB. Data are corrected for
actin expression and depicted as percentage of control. *Po0.05,
***Po0.001. A representative blot is shown.
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To explore the specificity of GRK2 ubiquitination by
Mdm2, we sought to identify lysine residues in GRK2 critical
for supporting Mdm2-dependent ubiquitin attachment.
Multiple lysine-to-arginine changes in lysine-rich regions
have been reported to result in resistance to proteasomal
degradation in several proteins, including p53, the classical
Mdm2 target (Rodriguez et al, 2000). As GRK2 lysine residues
at positions 19, 21, 30 and 31 are in close proximity to the
initial cleavage site on GRK2 by the proteasome (Penela et al,
1998), we tested the ubiquitination and degradation pattern
of a GRK2-K19,21,30,31R mutant transiently coexpressed in
HEK-293 cells with the b2AR and a tagged HA-ubiquitin
construct. Mutation of these lysine residues leads to a
clear reduction in the extent and pattern of ubiquitination
as compared to wild-type GRK2, both in basal conditions
and upon receptor challenge (Supplementary data and
Supplementary Figure S2B). Moreover, in contrast to wild-
type kinase, the presence of Mdm2 does not modify the
extent of GRK2-K19,21,30,31R ubiquitination (Figure 3C),
despite the fact that this mutant can associate with Mdm2,
as demonstrated by co-immunoprecipitation experiments
(Supplementary data and Supplementary Figure S3A).
Overall, these results suggest that at least some of these
lysine residues in GRK2 are targeted by Mdm2 in an
agonist-dependent manner.
Mdm2-mediated ubiquitination of GRK2 lysine residues
19, 21, 30 and 31 is critical for kinase degradation
We next investigated the consequences of impairing Mdm2-
dependent ubiquitination of GRK2. The GRK2-K19,21,30,31R
mutant was transiently coexpressed in HEK-293 cells with the
b2AR, and the kinase turnover was analyzed by pulse–chase
assays. As shown in Figure 4A, degradation of this mutant
was clearly delayed in basal conditions, with a half-life three-
fold longer than that of wild-type GRK2, consistent with its
reduced ubiquitination. Moreover, receptor stimulation does
not significantly enhance GRK2-K19,21,30,31R degradation
(data not shown). It should be noted that this mutant
displayed similar subcellular distribution and kinase activity
as compared to wild-type GRK2 (Supplementary data and
Supplementary Figure S3B and C), thus ruling out the possi-
bility that the altered degradation might arise from changes
other than impaired ubiquitination. In this regard, the slower
turnover of this mutant was also blocked in the presence of
proteasome inhibitors (data not shown), thus confirming that
mutation of these lysine residues severely retards but does
not change the proteolytic pathway responsible for degrading
the protein.
Interestingly, overexpression of Mdm2 is unable to accele-
rate GRK2-K19,21,30,31R degradation (8873% of mutant
protein remaining in the absence of Mdm2 compared with
8674% in its presence; Figure 4B). These results indicate
that the ubiquitination of defined amino-terminal lysine
residues of GRK2 is critical for proper kinase degradation
and also strongly suggest that the agonist-dependent increase
in GRK2 turnover involves the E3 ligase Mdm2-dependent
modification of these residues.
GRK2 turnover rate is markedly decreased by Mdm2
knockdown
In order to substantiate the regulatory role of Mdm2 in GRK2
stability, we next examined whether degradation of ectopi-
cally expressed GRK2 is altered in Mdm2-deficient MEFs.
Figure 5A shows that the GRK2 protein decay is severely
impaired in the absence of Mdm2, with 9879% of labeled
GRK2 remaining after 1 h of chase, which resembles the
altered kinase degradation caused by abrogation of its Mdm2-
dependent ubiquitination (Figure 4A and B). Interestingly,
restoration of Mdm2 expression in the Mdm2-deficient MEFs
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Figure 3 Mdm2 promotes GRK2 ubiquitination. (A) Wild-type
GRK2, HA-ubiquitin and b2AR expression plasmids were transfected
together with Mdm2 or an empty vector into HEK-293 cells. After
2 h of serum starving, cells were incubated with or without 10 mM
isoproterenol for 15 min and lysed for ubiquitination assays as
described in Materials and methods. The different GRK2 species
present in the ubiquitin immunoprecipitates are indicated. Asterisk
and arrowhead indicate mono- and bi-ubiquitinated GRK2 forms
(see text for details). Blots depicting expression levels for Mdm2
and GRK2 in total lysates are shown. (B) Both basal and agonist-
stimulated ubiquitination of endogenous GRK2 are blocked in either
Mdm2- or b-arrestin-deficient cells. B50106 wild-type MEFs or
MEFs devoid of Mdm2 or b-arrestin proteins were serum-starved
and challenged or not with 10 mM isoproterenol for 15 min. Cells
were processed as indicated above and ubiquitinated GRK2 species
were analyzed by immunoprecipitation of endogenous GRK2 with
a specific monoclonal anti-GRK2 antibody (c5/1.1) and detection of
endogenous ubiquitin conjugates with anti-ubiquitin antibody FK2.
Membranes were stripped and immunoblotted (right panel) with a
specific polyclonal anti-GRK2 antibody (C-15) to confirm equal
GRK2 loading in each condition. (C) Mutation of critical lysine
residues in the N-terminus of GRK2 impairs kinase ubiquitination in
the presence of Mdm2. Wild-type GRK2 or the GRK2- K19,20,30,31R
mutant was cotransfected with ubiquitin plasmids in the presence
or absence of Mdm2 into HEK-293 cells and the kinase ubiquitina-
tion pattern was analyzed as above. Expression levels of GRK2 and
Mdm2 were assessed in lysates by Western blot analysis. Gels in all
panels are representative of 2–3 independent experiments.
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rescues GRK2 turnover (Figure 5A), leading to a proteolysis
pattern close to that observed for GRK2 in different cellular
settings with intact Mdm2 expression (Figure 3; Penela et al,
2001). To further confirm that Mdm2 contributes to degrada-
tion of GRK2 in physiological conditions, we compared the
protein decay of endogenous kinase by chase experiments in
the presence of cycloheximide in both wild-type and Mdm2-
deficient MEFs. Figure 5B shows that the degradation rate of
GRK2 in MEFs lacking Mdm2 is slower than in wild-type
MEFs in these conditions. Moreover, the steady-state expres-
sion of endogenous GRK2 is higher in Mdm2-deficient MEFs
than in Mdm2-intact cells (compare lane 6 versus lane 1 in
the lower panel of Figure 5B). Overall, these results indicate
that Mdm2 is involved in degradation of GRK2 in endogenous
conditions, and that this ligase plays a critical role in main-
taining basal GRK2 turnover.
GRK2 stability is modulated by IGF-1 signaling via
Mdm2 and the PI3K/Akt pathway
The experiments shown above demonstrate that GRK2
degradation requires Mdm2-dependent ubiquitination, and
suggest that stimulation of GPCRs such as b2AR may enhance
GRK2 turnover by facilitating the interaction of GRK2 with
a b-arrestin-recruited pool of Mdm2. It has been recently
reported that Mdm2 can also be recruited by b-arrestin
molecules in response to activation of tyrosine kinase recep-
tors such as the IGF1-R, thus promoting degradation of
several targets including the receptor itself (Girnita et al,
2005). Therefore, we asked whether IGF1-R activation
might elicit some modulatory effects on GRK2 stability. To
this end, the degradation rate of endogenous GRK2 was
determined by pulse–chase assays in the breast human carci-
noma cell line MCF7, which expresses endogenous IGF1-R.
Under normal conditions, GRK2 is degraded in MCF7 cells
with a time course similar to that observed for this kinase in
other cell types, and GRK2 half-life remains essentially un-
altered when chasing MCF7 cells in low serum medium (data
not shown), an experimental condition selected to analyze
the potential effects of IGF-1 stimulation. Surprisingly, GRK2
degradation was markedly delayed at all chase points exam-
ined in cells challenged with IGF-1 as compared to untreated
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Figure 5 GRK2 turnover is blocked in Mdm2-deficient cells.
(A) Mdm2-null MEFs were transfected with wild-type GRK2 in the
presence or absence of Mdm2. Degradation of the heterologous
GRK2 protein was assessed after 1 h of chase as in previous figures.
(B) Stability of endogenous GRK2 is increased in the absence of
Mdm2 expression. GRK2 protein levels were examined by immuno-
blot analysis in both wild-type and Mdm2-deficient MEFs upon
treatment with cycloheximide (CHX) for the indicated times. The
amount of GRK2 at 0 h was defined as 100%, and data normalized
by actin protein levels. In both the panels, data are the mean7
s.e.m. of four independent experiments (*Po0.05, **Po0.01).
Representative gels are shown.
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cells (B1.3-fold of protein decay between 0.5 and 2 h of chase
in the presence of IGF-1 versusB2-fold decay in its absence)
(Figure 6A). Recently, several groups have reported that Akt
interacts with and phosphorylates Mdm2 in response to
activation of IGF1-R (Mayo and Donner, 2001; Feng et al,
2004) promoting its nuclear shuffling. Therefore, we hypo-
thesized that Akt phosphorylation of the E3 ligase could
impair Mdm2-dependent GRK2 degradation. To test this
hypothesis, we performed pulse–chase assays in HEK-293
cells expressing GRK2 with a constitutively active mutant of
Akt (Akt-myr). As shown in Figure 6B, GRK2 degradation is
clearly diminished in the presence of Akt-myr as compared
to the turnover of GRK2 alone (7478% of 35S-labeled
kinase remaining at 1 h of chase versus 4973%, respec-
tively). Interestingly, the expression of Akt-myr causes a
dramatic change in the GRK2 proteolysis promoted by
Mdm2 (63715% of protein remaining after 1 h of chase
compared to 2673% in the presence of Mdm2 only)
(Figure 6B). These findings suggest that activation of Akt
by IGF-1 signaling can prevent the effect of Mdm2 on GRK2
turnover, thus leading to kinase stabilization.
In line with these data, steady-state expression levels of
endogenous GRK2 increase progressively in MCF7 cells upon
treatment with IGF-1 as assessed by immunoblot analysis
(Figure 7A). The increase was apparent after 4 h of incuba-
tion and attained a value of Etwo-fold at 24 h. Interestingly,
the peak activation of Akt upon IGF-1 challenge precedes the
burst in GRK2 levels (Figure 7A, lower panel). Moreover, Akt-
dependent phosphorylation of Mdm2, as detected with spe-
cific phospho-antibodies, correlates with the timing of GRK2
accumulation (Figure 7A, lower panel). This suggests that
modification of Mdm2 by the PI3K/Akt pathway abrogates
ligase activity towards GRK2 and therefore leads to protein
accumulation. Consistent with this notion, IGF-1-mediated
GRK2 upregulation was impeded in the presence of a PI3K
inhibitor (Figure 7A), which also abolishes Akt activation and
Mdm2 phosphorylation upon IGF-1 challenge (data not
shown). Furthermore, IGF1-mediated GRK2 protein increase
was not observed in MCF7 cells when an Mdm2 mutant
unable to be modulated by the AKT/PI3K pathway (Mdm2
S166, 186A) was overexpressed (Figure 7B). Consistent with
the idea that Akt phosphorylation of Mdm2 alters its ability to
induce GRK2 degradation, the association of GRK2 with the
Mdm2 mutant unable to be phosphorylated by Akt is notably
increased, whereas that with an Mdm2 mutant that mimics
such phosphorylation (Mdm2 S166, 186D) is severely im-
paired (Supplementary data and Supplementary Figure S4).
Overall, these results indicate that modulation of Mdm2 by
AKT plays a pivotal role in GRK2 stabilization.
In order to rule out that IGF1-R activation could enhance
transcription and/or GRK2 protein synthesis by a PI3K/Akt-
dependent pathway, we measured protein kinase levels in the
presence of IGF-1 plus cycloheximide, a well-known protein
synthesis inhibitor. As shown in Figure 7C, treatment of
MCF7 cells in the presence of this compound alone leads
to a reduction in GRK2 protein levels, which is detected as
earlier as 6 h of incubation, as it would be expected for a
short-lived protein. Interestingly, IGF-1 challenge can relieve
the protein decay of GRK2 due to the cycloheximide-depen-
dent inhibition of protein synthesis, thereby confirming that
modulation of GRK2 stability is the main process targeted by
IGF-1-dependent activation of Akt. Moreover, these findings
also indicate that modulation of GRK2 turnover by IGF-1
stimulation does not require synthesis of any protein factor.
Confirming the physiological relevance of the modulation
of GRK2 expression levels by the PI3K/AKT/Mdm2 axis
observed in the MCF7 breast cancer cell line, GRK2 was
similarly upregulated upon IGF-1 challenge in several other
transformed cells such as the breast epithelial MDA-MB468
and the melanoma B16F10 cell lines (Supplementary data and
Supplementary Figure S5). Interestingly, GRK2 protein accu-
mulation is also triggered by IGF1-R activation in MCF10A
cells, a non-transformed mammary epithelial cell line in
which the pattern of Akt activation and of downstream
phosphorylation of Mdm2 also correlate with GRK2 upregu-
lation (Figure 7D). Moreover, silencing of Akt activity by
addition of a pharmacological inhibitor completely prevents
the increase in GRK2 protein triggered by IGF-1 both in
transformed (MB468) and non-transformed (MCF10A) cell
lines (Supplementary data and Supplementary Figure S6A
and B). Cycloheximide-dependent downregulation of GRK2
expression was also prevented in the presence of IGF-1 in the
non-transformed cell line (Supplementary Figure S6B).
Taken together, these results indicate that the IGF-1/Akt/
Mdm2 regulatory axis of GRK2 turnover operates in different
cell types, and suggest that upregulation of GRK2 by this
novel modulatory mechanism might take place in some
cellular contexts of malignant transformation. In this regard,
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Figure 6 IGF receptor activation and Akt activity promote GRK2
stabilization. (A) Turnover of endogenous GRK2 was analyzed in
MCF7 cells as detailed in Materials and methods in the presence of
50 ng/ml of IGF-1 or vehicle. Labeled proteins were immunopreci-
pitated with a specific anti-GRK2 antibody (C5/1.1). The density of
the 35S-labeled GRK2 band after the pulse period was taken as
100%. Data are mean7s.e.m. of 3–5 independent experiments.
*Po0.05; **Po0.01. A representative fluorography is shown.
(B) HEK-293 cells were transfected with different combinations of
GRK2, Mdm2 and a constitutively active Akt mutant (Akt-myr) as
indicated. GRK2 degradation rate was determined by pulse–chase
analysis. Results (mean7s.e.m.) from three independent experi-
ments are shown. *Po0.05.
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we find that mammary transformed cells show higher cellular
levels of GRK2 when compared to normal cells, in parallel
with higher activation of AKT (Figure 7E).
Finally, to further establish the involvement of Mdm2 in
the stabilization of GRK2 promoted by the IGF-1/PI3K/Akt
activation axis, we compared the effect of IGF-1 challenge on
endogenous GRK2 levels in both wild-type and Mdm2-defi-
cient MEFs (Figure 8). We find that GRK2 protein is accumu-
lated in response to IGF-1 in MEFs expressing Mdm2 (panel
A) with a time course and to an extent similar to those
observed in MCF7 cells. Remarkably, in MEFs isolated from
Mdm2-knockout mice, the absence of the ligase precludes
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Figure 7 IGF-1 stimulation induces endogenous GRK2 protein accumulation in a PI3K-dependent manner. (A) MCF7 cells were serum-starved
for 12 h and challenged with IGF-1 (50 ng/ml) for different times in the presence or absence of the PI3K inhibitor LY294002 (10mM). Cells were
subjected to immunoblot analysis with anti-GRK2, anti-Akt-pSer473, anti-Mdm2-pSer166 and anti-Mdm2 antibodies. GRK2 band densities
were normalized by actin protein levels and expressed as percentage of GRK2 level in unstimulated conditions. Data are mean7s.e.m. of five
independent experiments performed in duplicate. *Po0.05, **Po0.01. (B) IFG-1-dependent upregulation of GRK2 is prevented by expression
of an Mdm2 mutant defective in Akt-mediated phosphorylation. MCF7 cells transiently overexpressing either wild-type Mdm2 or the ligase
mutant Mdm2 S166, 186A were serum-starved as above and stimulated with IGF-1 (50 ng/ml) for the indicated times. Expression levels of
GRK2, Akt-pSer473, Akt and actin were determined by immunoblotting. Data were analyzed and depicted as in panel A. Representative blots
are shown. (C) IGF-1 increases GRK2 protein by decreasing its degradation rate without altering its protein synthesis. Endogenous GRK2
protein levels were determined by immunoblot analysis in MCF7 cells stimulated with IGF-1 as above in the presence or absence of
cycloheximide and compared with cycloheximide treatment alone. Data are mean7s.e.m. of three independent experiments. *Po0.05;
***Po0.001. (D) GRK2 protein accumulation is induced by IGF-1 challenge, in the non-transformed mammary cell line MCF10A. Cells were
treated as above and levels of GRK2, Akt-pSer473, Akt, Mdm2-pSer166, Mdm2 and actin immunodetected with specific antibodies. The
patterns of Akt activation, Mdm2 phosphorylation and GRK2 protein increase are similar to those observed in MCF7 cells. (E) Transformed
mammary cells display higher levels of Akt activity and GRK2 protein. Both malignant transformed (T, MDA-MB486 and MCF7) and non-
transformed cells (N, MCF10A and 184B5) were lysed in RIPA buffer and expression levels of GRK2, Akt-pSer473, Akt and actin were
determined as above. Representative blots from three independent experiments are displayed.
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any significant change in GRK2 expression upon IGF-1 treat-
ment (panel B), despite the fact that these cells display an
IGF1-R-dependent activation of the PI3K/Akt pathway similar
to that detected in normal MEFs (data not shown). Overall,
these results demonstrate that IGF1-R stimulation modulates
GRK2 cellular levels by a mechanism involving the PI3K/Akt
pathway and the Mdm2 E3 ligase.
Discussion
The Mdm2 oncoprotein is an E3-ubiquitin ligase best known
by its role in controlling p53 degradation and transcriptional
activity (Yang et al, 2004; Bond et al, 2005). Growing
evidence indicates that other proteins interact with Mdm2
and can be regulated by this ligase (Lin et al, 2002; Girnita
et al, 2003; Iwakuma and Lozano, 2003; Jin et al, 2003; Pan
and Chen, 2003; Uchida et al, 2005). In this report, we
identify GRK2 as a new Mdm2 target.
Several lines of evidence support the notion that Mdm2
serves as an E3 ligase for GRK2 ubiquitination and is critical
for modulating its degradation and cellular levels. First, a
pool of endogenous GRK2 and Mdm2 can be found in the
same molecular complex, as indicated by co-immunoprecipi-
tation of both proteins under basal conditions. Moreover,
stimulation of the b2AR promotes a marked and transient
increase in the endogenous GRK2/ Mdm2 association, sug-
gesting that this is a modulated and specific process. Second,
overexpression of Mdm2 markedly increases the extent of
‘in situ’ GRK2 ubiquitination in both basal and agonist-
stimulated conditions, rescues the defective degradation of
the GRK2 mutant GRK2-K220R and enhances GRK2 proteo-
lysis to an extent similar to that promoted by receptor
stimulation, supporting the idea that Mdm2 is a key ligase
mediating agonist-dependent GRK2 ubiquitination and sub-
sequent proteasome degradation. Third, GRK2 ubiquitination
and turnover is significantly impaired in Mdm2-deficient
MEFs compared to wild-type cells, which results in increased
endogenous GRK2 protein levels. Restoration of ligase
expression in Mdm2-knockout cells rescues GRK2 degrada-
tion, leading to a turnover rate similar to that observed in
different cell types with native Mdm2 expression. Finally,
we find that modulation of Mdm2 by the PI3K/Akt pathway
upon IGF1-R stimulation alters GRK2 degradation and
augments kinase cellular levels, putting forward a new
mechanism for controlling GRK2 expression.
Mdm2 has been shown to control ubiquitination and
stability of different molecules in response to membrane
receptor occupancy (Shenoy et al, 2001; Girnita et al, 2005).
b2AR stimulation leads to the recruitment of Mdm2 to the
receptor complex in a b-arrestin-dependent manner. Both
b-arrestin1 and b-arrestin2 are able to interact with Mdm2
(Wang et al, 2003) and therefore to bring this ligase to
the vicinity of activated receptors. We have found that
b-arrestin1 also plays a role in GRK2 degradation by facilita-
ting the b-agonist-triggered GRK2/Mdm2 association. Consis-
tently, GRK2 protein decay and ubiquitination pattern are
also markedly altered in b-arrestin1/2-knockout MEFs. These
findings are compatible with a sequence of events in which
Mdm2 is recruited to the receptor complex at the plasma
membrane, where the ligase would sequentially ubiquitinate
several targets in a b-arrestin-dependent manner.
As Mdm2 preferentially associates to b-arrestins in their
basal receptor-unbound conformation (Song et al, 2006), it is
feasible that b-arrestin might deliver Mdm2 to the receptor
complex in an active form that is suitable to interact with and
promote GRK2 ubiquitination, as has been reported for other
targets (Shenoy et al, 2001; Wang et al, 2003). Mdm2 shuttles
back and forth between the nucleus and the cytoplasm as a
result of its interaction with different proteins. In this regard,
it has been reported that b-arrestin2 promotes Mdm2 cyto-
plasmic relocation (Wang et al, 2003), whereas b-arrestin1
might cooperate with b-arrestin2 in the maintenance of an
accessible cytosolic pool of Mdm2 for degradation of targets
such as GRK2 in response to specific stimuli. In line with this
idea, disruption of Mdm2 shuttling by promoting its nuclear
retention with LMB, which also alters the balance between
nuclear and cytoplasmic pools of b-arrestin2 (Scott et al,
2002; Wang et al, 2003), markedly affects GRK2 stability,
retarding kinase degradation and increasing the steady-state
levels of endogenous GRK2.
Although Mdm2 emerges as a crucial ligase involved in
GRK2 degradation, the contribution of other ligase activities
to GRK2 ubiquitination cannot be ruled out. b-Arrestin has
been suggested to recruit additional ubiquitin ligases to the
b2AR complex (Shenoy et al, 2001). On the other hand, it has
been described that Mdm2 mediates multiple monoubiquiti-
nation attachment to its prototypical target p53, whereas
p300 mediates subsequent polyubiquitination acting as an
E4 ligase (Lai et al, 2001; Grossman et al, 2003). Although a
comprehensive map of GRK2 sites involved in ubiquitination
awaits further research, our results point to lysines 19, 21, 30
and 31 as critical residues involved in both mono- and
polyubiquitination of GRK2 (see also Supplementary data).
Our results are compatible with Mdm2 mediating directly
either types of ubiquitination or, alternatively, multiple or
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Figure 8 Knockdown of Mdm2 prevents endogenous GRK2 protein
accumulation in response to IGF-1.Wild-type (A) and Mdm2-defi-
cient MEFs (B) were treated with IGF-1 or vehicle for the indicated
times as in Figure 7. GRK2 protein levels were determined by
Western blot analysis and normalized by actin expression. Data
are mean7s.e.m. of four experiments performed in triplicate,
*Po0.05, **Po0.01.
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single monoubiquitination that would prime subsequent
polyubiquitination by another ligase in a b-arrestin-mediated
manner.
The dependence of GRK2 degradation on Mdm2 function
opens the possibility that factors affecting the activity as well
as subcellular localization of this E3 ligase may modulate
GRK2 turnover (Meek and Knippschild, 2003). In this regard,
several groups have reported the ability of Akt to phosphory-
late Mdm2 at residues 166 and 186 or 188 (Mayo and Donner,
2001; Ashcroft et al, 2002; Feng et al, 2004; Milne et al, 2004).
In response to the IGF-1, the Akt-dependent phosphorylation
of Mdm2 stimulates translocation of the ligase from the
cytoplasm to the nucleus (Mayo and Donner, 2001; Zhou
et al, 2001) and its stabilization (Feng et al, 2004). Although
this scenario favors the downregulation of p53 by Mdm2, it
may hamper the Mdm2-dependent regulation of other cellu-
lar targets. In keeping with this idea, we show that IGF-1
stimulation promotes GRK2 protein accumulation in different
cell types by diminishing its degradation rate. The stabiliza-
tion of GRK2 promoted by IGF-1 challenge does not depend
on protein synthesis, and requires both the activation of
the PI3K/Akt pathway and Mdm2 expression, as IGF-1 effect
is abolished in the presence of PI3K inhibitors as well as
in Mdm2-knockout cells. Upregulation of GRK2 by IGF-1 in
MCF7 cells is prevented upon overexpression of an Mdm2
mutant unable to be phosphorylated by Akt, in line with
the notion that Akt-mediated phosphorylation of Mdm2 is
required for the effects on GRK2 stability.
The fact that GRK2 turnover is retarded by IGF1-R activa-
tion but enhanced by GPCR stimulation might be explained
by differences in the composition or sequential assembly of
the receptor multimolecular complexes, particularly regard-
ing GRK2 recruitment. It is also possible that IGF1-R activa-
tion modulates phosphorylation of b-arrestins, as recently
reported for insulin receptor activation (Hupfeld et al, 2005),
thus impairing their function as scaffolds in the GRK2 degra-
dation process. Alternatively, or in addition, IGF-1 signaling
could trigger modifications of either Mdm2 or b-arrestins that
would alter their capacity to promote efficient GRK2 degrada-
tion. Consistently, GRK2 displays differential association with
Mdm2 mutants that either mimic or prevent Akt phosphor-
ylation; however, whether Akt-dependent phosphorylation of
Mdm2 hampers the ligase-mediated degradation of GRK2 by
altering direct protein–protein interactions between Mdm2
and GRK2 or by keeping away these proteins in the cell,
or both, remains to be determined.
Altered expression of GRK2 has been associated to several
human diseases and reported in animal models of different
pathologies. GRK2 protein levels were found to be down-
regulated in RA (Lombardi et al, 1999), in multiple sclerosis
(Vroon et al, 2005) and in models of ischemic heart damage
(Girnita et al, 2005). GRK2 is upregulated in other patholo-
gical settings, such as human congestive heart failure or
hypertension (Metaye et al, 2005; Penela et al, 2006). It is
worth noting that modification of kinase stability emerges as
an important process that may trigger aberrant GRK2 expres-
sion in different situations. Increased GRK2 degradation has
been reported in RA (Lombardi et al, 1999). Interestingly, the
expression of Mdm2 has been found to be upregulated in
samples from RA patients (Taranto et al, 2005), thus raising
the intriguing possibility that Mdm2 might contribute to the
observed decay in GRK2 protein in these patients. Whether
Mdm2 might be altered functionality in other diseases
characterized by changes in GRK2 expression levels deserves
to be explored.
On the other hand, as our data indicate that control of
Mdm2 protein levels, activity or localization can influence
GRK2 protein stability, it is conceivable that dysfunction of
the PI3K/Akt pathway might result in altered GRK2 regula-
tion in different cell types. Interestingly, a significant propor-
tion of primary human breast tumors displays increased Akt
activity and Akt-dependent Mdm2 phosphorylation (Zhou
et al, 2001), which are critical markers for tumor progression.
In those samples positive for Neu/Akt, Mdm2 was mainly
localized in the nucleus, in contrast to the mixed nuclear and
cytoplasmic distribution of the ligase in the Neu/Akt-negative
breast tumors. Although the expression of GRK2 in tumor
tissues has not been addressed in detail, it is tempting to
suggest that deregulated Akt activity, by relieving the Mdm2-
dependent degradation of GRK2, could stabilize the kinase
and play a role in GRK2 upregulation reported by others in
some human tumor malignancies (Metaye et al, 2002; King
et al, 2003). Further studies will be needed to explore the
functional interplay of the PI3K/Akt/ Mdm2/GRK2 axis and
their relevance in physiological and malignant cell growth.
Materials and methods
Materials and plasmids
See Supplementary data.
Site-directed mutagenesis
See Supplementary data.
Cell culture and transfection
HEK-293, MCF-7, wild-type and Mdm2/p53 double-null MEFs were
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium plus 10% (v/v)
fetal bovine serum at 371C in a humidified 5% atmosphere. Cells
grown to 80% confluence in 60 mm dishes were transfected
with the indicated plasmids (5mg of total DNA) by using the
LipofectAmine (HEK-293) or the FuGENE6 (MCF7 and MEFs)
reagents. Empty vector was added as needed to keep the total
amount of DNA transfected constant.
Cell treatment and metabolic labeling
See Supplementary data.
Immunoprecipitation and Western blot analysis
Cells were lysed in buffer A (20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 10% glycerol, with a cocktail of protease
inhibitors) for 1 h at 41C and then centrifuged (15 000 g, 10 min).
Supernatants were incubated with a specific agarose-conjugated
anti-Mdm2 monoclonal antibody (SMP14, Santa Cruz Biotechnol-
ogy) or with anti-GRK2 monoclonal antibody (clone C5/1.1,
Upstate). Immune complexes were resolved in 7.5% SDS–PAGE
and transferred to nitrocellulose membranes. Blots were probed
with a specific GRK2 polyclonal antibody AbFP2 (Murga et al, 1996)
or with an Mdm2 polyclonal antibody (N-20, Santa Cruz
Biotechnology). After membrane stripping, the same blots were
re-probed with the corresponding antibodies directed against the
immunoprecipitated proteins. Blots were developed using a
chemiluminescent method (ECL, Amersham). Band density was
quantitated by laser densitometric analysis.
Ubiquitination assays
HEK-293 cells seeded in 100 mm dishes were transfected with
different combinations of expression vectors for HA-ubiquitin,
b2AR, Mdm2 and wild-type GRK2 or the GRK2-K19,21,30,31R
mutant. After 2 h of serum starving, cells were either left untreated
or stimulated with 10 mM isoproterenol for the indicated times. Cells
that were not challenged with any agonist were maintained in the
presence of serum. Subsequently, cells were lysed in 1 ml of 20 mM
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Tris–HCl (pH 7.4), 0.3 M NaCl, 1% Triton-X100 and 0.5% sodium
deoxycholate supplemented with 5 mM N-ethyl-maleimide. Ubiqui-
tin conjugates were purified by immunoprecipitation with a
monoclonal anti-HA antibody (12CA5, Roche Molecular Biochem-
icals) or with a specific monoclonal anti-ubiquitin antibody that
does not crossreact with free ubiquitin molecules (FK2, Affinity).
The presence of ubiquitinated GRK2 was then analyzed by Western
blot analysis as described (Penela et al, 1998). Similar GRK2 and
ubiquitin expression levels were confirmed in cell lysates by dot
blot and Western blot using their specific antibodies. For analysis of
endogenous ubiquitination, MEF cells were grown at confluency in
150 mm dishes and treated as above. Ubiquitin conjugates of GRK2
were detected by immunoprecipitation of GRK2 protein with a
monoclonal antibody (clone C5/1.1, Upstate) and immunoblotting
with the FK2 antibody.
Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online
(http://www.embojournal.org).
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